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Nos dias de hoje, devido não só às alterações climáticas com que o mundo se depara, mas, sobre-
tudo, às mudanças comportamentais da população, favorecendo uma maior e inadequada exposi-
ção à radiação solar, tem-se verificado um aumento progressivo da incidência do cancro da pele.  
 
Por conseguinte, tendo em conta a complexidade da natureza do cancro, torna-se difícil encontrar 
formas de tratamento eficazes na remoção do tecido tumoral sem causar, simultaneamente, danos 
ao tecido não-cancerígeno circundante.  
 
Assim, o presente trabalho pretendeu estudar a potencialidade da utilização do plasma frio no 
tratamento do cancro da pele. Para tal, desenvolveu-se uma fonte de alta tensão e um dispositivo 
de jato de plasma, tendo sido testadas para o efeito, diferentes configurações ao nível do disposi-
tivo.   
 
Considerando que o objetivo foi avaliar o potencial do plasma frio para o tratamento do cancro 
da pele, os ensaios celulares foram realizados para duas linhagens celulares humanas – Carcinoma 
de Células Escamosas e Fibroblastos Gengivais Humanos – uma cancerígena e outra não-cance-
rígena, respetivamente.  
 
Durante os ensaios celulares, realizados de forma indireta, foram estudadas diferentes variáveis 
(número de células a utilizar, volumes de meio de cultura a utilizar e tempos de exposição), cujas 
influências foram avaliadas através do teste de redução da resazurina.  
 
Os resultados obtidos demostraram a complexidade do plasma frio uma vez que, alterações ao 
nível das variáveis testadas, originam diferenças estatisticamente significativas na viabilidade ce-
lular relativa. Por fim, estipuladas as condições de trabalho – 3 500 células por poço, 2 mL e 100 
µL de meio a tratar e tratado, respetivamente - foi possível comprovar a seletividade para as cé-
lulas cancerígenas, tendo sido obtidas, para os 3 e 4,5 minutos de tratamento, viabilidades relati-
vas de, aproximadamente, 50% e 30%, para a linhagem cancerígena, enquanto que para a linha-
gem não cancerígena observou-se uma viabilidade de cerca 90 %, para ambos os tempos.  
 
Palavras-chave: cancro da pele; plasma frio; carcinoma de células escamosas; fibroblastos gen-










Nowadays, due not only to the climatic changes that the world is facing but, mainly, to the be-
havioral changes of the population, favoring a greater and inadequate exposure to solar radiation, 
there has been a progressive increase in the incidence of skin cancer in the population.  
 
Furthermore, considering the complexity of the cancer nature, it is difficult to find effective forms 
of treatment for the removal of the tumor tissue without simultaneously cause damage to the 
surrounding non-cancerous tissue. 
 
Thus, the present work aimed to study the potentiality of the use of cold plasma in the treatment 
of skin cancer. For this purpose, a high voltage source and a plasma jet device were developed, 
and different configurations of this device were tested. 
 
Considering that the goal was to evaluate the potential of cold atmospheric plasma on the treat-
ment of skin cancer, cell assays were performed for two human cell lines - Squamous Cell Carci-
noma and Human Gingival Fibroblasts - a carcinogen and another non-cancerous, respectively. 
 
 During the indirect cell assays, different variables were studied (number of cells and volumes of 
the culture medium to be used and also different exposure times), whose influence was evaluated 
through the resazurin reduction test. 
 
The results demonstrated the complexity of cold plasma since changes in the variables tested give 
rise to statistically significant differences in relative cell viability. Finally, stipulated the working 
conditions - 3 500 cells per well, 2 mL and 100 μL of medium to be treated and treated, respec-
tively - it was possible to prove the selectivity to the cancer cells obtaining, for the 3 and 4,5 
minutes of treatment, relative viabilities of approximately 50% and 30%, respectively for the car-
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Neste capítulo é feita uma breve contextualização, seguida da descrição do objetivo da presente 
dissertação e do problema que a mesma se propõe a solucionar. Posteriormente, são apresentados 
os fundamentos teóricos considerados fundamentais para um melhor enquadramento e entendi-




Atualmente, devido essencialmente à mudança de comportamento da população favorecendo uma 
maior e inadequada exposição à radiação solar, nomeadamente ultravioleta, tem-se verificado um 
aumento progressivo da incidência de cancro da pele. De acordo com estatísticas da Organização 
Mundial de Saúde (OMS), um em cada três cancros diagnosticados corresponde a cancro da pele. 
Em termos globais, anualmente ocorrem entre dois a três milhões de cancro da pele, sendo este 
considerado o cancro com maior incidência a nível mundial [1]. 
 
Dada a complexidade da natureza do cancro, torna-se difícil encontrar tratamentos que origi-
nem a apoptose das células cancerígenas, sem que o tecido saudável circundante seja também 
afetado. Este facto, aliado à possibilidade dos tumores desenvolveram uma resistência aos fárma-
cos aquando do tratamento por quimioterapia, vem enaltecer a necessidade de se descobrir técni-
cas de tratamento mais eficazes, precisas, seguras e minimamente invasivas.  É neste contexto, 
que o plasma surge como possível complemento e/ou alternativa às técnicas existentes atual-
mente, tendo vindo a demonstrar, nos diversos estudos já realizados, uma elevada seletividade 
para as células cancerígenas.  
Até a data, não foi reportada qualquer resistência por parte das células cancerígenas ao CAP 
(do inglês, cold atmospheric plasma), o que vem enfatizar a possibilidade de que a utilização 
desta técnica pode vir a ser um fator-chave nos tratamentos cancerígenos, podendo vir a ser com-
binado com as terapias que se encontram atualmente em utilização (e.g. radioterapia, quimiotera-
pia, entre outras). 





Deste modo, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um dispositivo de jato 
de plasma frio, de árgon, à pressão atmosférica e foi realizado no laboratório de Plasma e Apli-
cações, do CEFITEC. O protótipo produzido foi dimensionado com o intuito de reunir as condi-
ções necessárias para que possa ter aplicações médicas, nomeadamente, no tratamento do cancro 
da pele.  
 
Ao nível do dispositivo, foram testadas diferentes configurações, referentes à disposição e 
forma dos elétrodos, e foi efetuado o seu revestimento com um material isolador, de modo a tornar 
seguro o seu manuseamento. A fase seguinte, consistiu na colocação do dispositivo num suporte, 
que foi dimensionado tendo em conta a aplicação desejada, onde foram adaptados um posiciona-
dor e uma craveira digital. Assim, foi possível tornar o sistema mais automático, como no caso 
do posicionamento da sonda, e mais preciso, a nível da determinação da distância sonda-alvo. Em 
paralelo, foi construída uma fonte de alta tensão DC que permite monitorizar a tensão (de 0 a 20 
kV) e a corrente (0 a 20 mA) aplicadas.  
Na fase final deste trabalho e de forma a validar a aplicação pretendida, o setup desenvolvido 
foi testado e otimizado em ensaios com culturas de células cancerígenas e não cancerígenas hu-
manas - Carcinoma de Células Escamosas, a segunda forma mais comum de cancro da pele, e 
Fibroblastos Gengivais Humanos, respetivamente. 
 
1.2. Conceitos Teóricos  
 
1.2.1. Cancro da pele 
 
O cancro da pele corresponde a um crescimento descontrolado de células da pele anómalas. Numa 
situação normal, as células das várias camadas da pele, multiplicam-se e, posteriormente, morrem 
(apoptose), existindo assim um processo de renovação celular permanente. O cancro da pele 
ocorre como consequência da perturbação do normal ciclo de vida celular [2].  
 
De entre as possíveis causas para o aparecimento do cancro da pele, a mais comum diz 
respeito à exposição inadequada à radiação ultravioleta (UV). Quando há irradiação do tecido 
vivo acima do normal, ocorre uma disrupção da estrutura molecular do mesmo dando lugar a uma 
série de reações inesperadas e que, consequentemente, vão originar o aparecimento e o desenvol-
vimento de células indesejadas. Estas células surgem como resultado da formação de radicais 
livres na molécula do DNA e resultam assim no aparecimento de cancro da pele [2,3].    
 





O cancro da pele é dividido em três formas principais: melanoma, carcinoma de células 
basais e carcinoma de células escamosas (do inglês, Squamous Cells Carcinoma – SCC). Para 
este trabalho a manifestação de interesse é o carcinoma de células escamosas, que corresponde a 
um crescimento descontrolado e anómalo de células e ocorre na região constituída pelas células 




Figura 1.1. Esquematização dos diferentes tipos de células presentes na epiderme (células escamosas, 
basais e melanócitos) e representação dos diferentes tipos de cancro da pele. É possível visualizar não 
só os diferentes tipos de cancro da pele bem como a profundidade de cada um. Adaptado de [5]. 
 
 
1.2.2. Formas de tratamento 
 
O SCC, se for detetado na sua fase inicial, pode ser completamente removido e sem a ocorrência 
de grandes complicações. Nos dias de hoje existem diferentes possibilidades de tratamento que 
são selecionadas tendo em conta diversas características: o estadio da doença, tamanho, localiza-
ção, profundidade, entre outros. 
 
 De entre as diferentes possibilidades atualmente existentes, destacam-se: 
 
Cirurgia de excisão- o médico remove todo o tumor visível, incluindo uma camada circundante 
de pele aparentemente normal, como margem de segurança. A região é de seguida suturada e o  
 





material segue para análise para verificar se há indícios de tecido tumoral remanescente. Em caso 
afirmativo o processo é repetido; 
 
Curetagem e eletrocoagulação- o procedimento é feito de forma repetida e faseada. É retirada 
uma parte do tumor e com o bisturi elétrico é feita a cauterização da zona, de forma a destruir um 
possível tumor residual e controlar o sangramento. O procedimento vai sendo repetido em cama-
das cada vez mais profundas, de modo a garantir que não há vestígio de células cancerígenas. As 
taxas de sucesso desta técnica encontram-se próximas das taxas de excisão;  
 
Criocirurgia- o tecido tumoral é destruído através do congelamento com azoto líquido. Trata-se 
de um procedimento não invasivo e sem sangramento e que pode ter de ser repetido algumas 
vezes durante uma mesma sessão, de forma a garantir que todo o tecido foi destruído. Após o 
processo ocorre aparecimento de crostas no tumor e ao fim de algum tempo o mesmo cai. Trata-
se de um procedimento barato e consideravelmente fácil de administrar, no entanto, pode provo-
car algum inchaço e vermelhidão e possui taxas de sucesso bastante inferiores às das técnicas com 
intervenção cirúrgica; 
 
Radioterapia- feixes de raios X são direcionados para o tumor. Esta técnica não proporciona con-
trolo preciso na identificação e remoção das células cancerígenas residuais na periferia do tumor. 
A destruição do tumor normalmente requer um número considerável de exposições à radiação, o 
que acarreta riscos bem como uma elevada probabilidade de afetar simultaneamente o tecido sau-
dável [6]. 
 
Todas as possibilidades acima descritas apresentam desvantagens ou a nível de taxas de 
sucesso e consequente erradicação do tecido tumoral, ou pelo facto de possuírem efeitos secun-
dários, serem invasivas, relativamente dolorosas e serem dispendiosas. Tal facto vem aumentar a 
necessidade de uma nova técnica, que consiga aliar uma elevada taxa de sucesso a uma alta sele-















2. Estado da Arte  
 
Neste capítulo é apresentada a revisão bibliográfica acerca do assunto, passando pelos conceitos 
e descobertas principais e justificando a necessidade e a pertinência do presente trabalho. 
 
O plasma é um gás parcialmente ionizado, considerado como o quarto estado da matéria e o 
mais abundante no universo (99%), estando presente em diferentes fenómenos naturais (relâmpa-
gos, auroras boreais, etc.), bem como no dia-a-dia (lâmpadas fluorescentes, monitores de plasma, 
etc.) [7].  
O primeiro registo que se tem da descoberta do plasma é de 1879 por William Crookes [8]. 
Este, através de um tubo (tubo de Crookes) identificou uma matéria que designou por “matéria 
radiante”. No entanto, apenas em 1928 o plasma foi efetivamente designado como plasma por 
Irving Langmuir, devido à analogia efetuada entre células suspensas no plasma sanguíneo e os 
iões, eletrões e outras partículas excitadas e carregadas que se encontram suspensas no gás ioni-
zado [9].  
Descrito como uma substância gasosa (produzido a partir de hélio, árgon, entre outras possi-
bilidades) onde parte das suas partículas se encontram ionizadas, o plasma pode ser obtido com 
composições diferentes, tendo em conta o processo e os parâmetros utilizados na sua produção, 
tal como veremos ao longo do trabalho. Por norma, o plasma é constituído por diversos compo-
nentes ativos incluindo partículas carregadas (e.g. iões e eletrões) e neutras, radicais, espécies 
altamente reativas de oxigénio (do inglês, Reactive Oxygen Species - ROS) e de azoto (do inglês, 
Reactive Nitrogen Species - RNS), ozono, fotões UV, entre outros  [10].  
 
O plasma é utilizado há já muitos anos com aplicações diversas, nomeadamente: esterilização 
de equipamento médico, indústria alimentar, coagulação sanguínea, tratamento de feridas, modi-
ficação do material de superfícies, entre outros [2-8]. Esta multifuncionalidade apresentada ad-
vém, em parte, da sua elevada efetividade como bactericida demonstrada em diversos estudos [9-
13]. Mais recentemente, as aplicações do plasma ao nível biológico e/ou biomédico começaram 
a representar uma área de grande interesse. 




A interação dos componentes constituintes do plasma acima citados com micro-organismos 
pode originar diferentes efeitos, dos quais se destacam: 
 
Efeito químico: as ROS oxidam e causam o rompimento da membrana celular podendo levar à 
morte celular (stress oxidativo); 
 
Efeito físico: os iões provocam um aumento do potencial à superfície dos micro-organismos, ori-
ginando uma tensão eletrostática entre as diferentes camadas da parede celular. Quando essa ten-
são ultrapassa a resistência à tração da parede celular, ocorre uma rutura da mesma podendo levar 
à morte celular – disrupção eletrostática;  
 
Efeito neutralizador: o plasma neutraliza a parede celular que, por natureza, se encontra negati-
vamente carregada. Essa neutralização origina uma dispersão do citoplasma que poderá desenca-
dear a morte celular (há uma alteração no ambiente líquido da célula);  
 
Efeito dos fotões: fotões UV provocam danos na membrana celular podendo originar necrose 
celular.  
 
Os efeitos supracitados podem ocorrer tanto em células não-cancerígenas (sãs) como em 
células cancerígenas. Assim, há uma necessidade de aprofundar o conhecimento sobre os meca-
nismos de interação do plasma com o tecido vivo, de forma a que este possa ser utilizado em 
contexto clínico de modo seguro [7].  
 
No plasma, os seus constituintes podem possuir temperaturas diferentes uns dos outros. 
A temperatura do plasma reflete, principalmente, a temperatura dos iões, das moléculas sem carga 
ou das partículas pesadas e não a temperatura dos eletrões. Consequentemente, o plasma é clas-
sificado tendo em conta se os eletrões se encontram, ou não, em equilíbrio térmico com as res-
tantes partículas (iões) [10].  
Deste modo, o plasma subdivide-se em plasma térmico e plasma frio ou, como é mais 
conhecido, CAP (do inglês, Cold Atmospheric Plasma).  No plasma térmico, os eletrões e as 
partículas pesadas (e.g. iões) encontram-se em equilíbrio térmico, i.e., possuem a mesma tempe-
ratura. Já no CAP, os eletrões apresentam temperaturas elevadas, enquanto que os restantes cons-
tituintes apresentam uma temperatura muito inferior (associada à fraca ionização). No CAP, o 
arrefecimento dos iões e moléculas não carregadas é mais efetivo que a transferência de energia 
por parte dos eletrões [14]. Logo, a temperatura resultante do plasma (dada pela temperatura dos 
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iões) é bastante inferior (» 30º C, próxima da temperatura ambiente) relativamente à dos eletrões 
[15–19].  
 
A utilização do plasma na medicina ocorre já há alguns anos. No entanto, essas aplicações 
baseavam-se principalmente nos efeitos térmicos do plasma (plasma térmico), como é o caso da 
coagulação sanguínea. O facto de possuir temperaturas elevadas (muito acima dos 40º C) limitava 
a sua aplicação à medicina, devido à possibilidade de, quando em contato com o tecido vivo, 
originar efeitos adversos como irritações e queimaduras [1,4-5]. Assim, a descoberta do CAP vem 
pôr fim a esta limitação, uma vez que se tornou possível obter plasma a temperaturas relativa-
mente baixas. 
 
Stoffels et al.[20] veio apresentar a possibilidade de aplicações promissoras do CAP no 
contexto biomédico, demonstrando que o mesmo pode interagir com os materiais sem causar 
danos térmicos à superfície. Esta descoberta veio incitar um vasto leque de estudos e experiências 
com vista à expansão das aplicações do plasma ao nível da medicina, não só pelo facto deste 
produzir resultados relativamente rápidos mas, sobretudo, devido aos efeitos biológicos que po-
dem ser causados pelos seus constituintes quando em contato celular e que, dependendo do obje-
tivo, podem ser de extrema importância [18].  
 
Mais recentemente foram desenvolvidas novas e diferentes fontes capazes de produzir 
CAP com uma temperatura inferior aos 40º C no ponto de aplicação, tornando possível a sua 
utilização em tecidos humanos. Adicionalmente, Keidar et al. [21] demonstrou que o calor que é 
dissipado pelo plasma pode causar um pequeno aumento da temperatura das células não-cancerí-
genas (houve um aumento de 2ºC), no entanto, o mesmo não é suficiente para causar danos tér-
micos. 
 
Atualmente, pensa-se que dos possíveis efeitos biológicos acima descritos da interação 
do plasma, os fundamentais no contexto do CAP sejam os químicos e os neutralizadores, sendo a 
contribuição dos restantes efeitos bastante reduzida [22]. A importância da aplicação do plasma 
à medicina torna-se irrefutável uma vez que, cada vez mais, estudos apresentam resultados onde 
se comprova a sua eficácia, principalmente na área do tratamento oncológico [2-3,14-23]. Tendo 
em conta os diferentes estudos realizados, é seguro dizer-se que a eficácia dos resultados obtidos 
está dependente, entre muitos fatores, do tempo de exposição, sendo necessário determinar a du-
ração de cada tratamento. 
 
Estudos recentes [11,18, 24-25] vêm demonstrar que a interação do CAP com os tecidos 
biológicos é capaz de eliminar as células alvo sem originar a necrose do tecido. O CAP tem  




demonstrado uma seletividade para as células cancerígenas que, segundo a maioria dos estudos 
já realizados (in vivo e in vitro), está relacionada, em parte, com a produção de ROS e RNS (que 
ocorre quando o plasma entra em contato com o ar) e também com a fase do ciclo celular em que 
as células se encontram [11,17,18, 26, 27].  
 
Tal como já foi referido, o plasma contém na sua composição diversos componentes, 
entre os quais se encontram as espécies reativas de oxigénio (e. g. OH•, O3 ,1O2, O2- , H2O2, entre 
outras) e as espécies reativas de azoto (e.g. NO, NO2, entre outras), tal como esquematizado na 
Figura 2.1. Em particular, estes são os constituintes do plasma considerados mais importantes no 
âmbito das aplicações biomédicas e dos efeitos biológicos, vindo ultimamente a ser dado algum 
protagonismo ao peróxido de hidrogénio (H2O2) [31–33]. O H2O2 é conhecido como sendo bas-
tante tóxico para as células e por causar danos ao nível da molécula do DNA [35].  No entanto, é 
importante salientar que estas espécies não atuam individualmente, o “processo-chave” está na 
sua interação coletiva. 
 
Em concentrações moderadas, estas espécies reativas, de oxigénio e azoto, apresentam 
um papel importante na proteção e defesa celular. No entanto, a exposição ao CAP leva a um 
aumento da quantidade de RNS e ROS nas células, desencadeando um stress oxidativo que poderá 
originar danos a nível celular, nomeadamente no DNA, podendo levar à ativação da cadeia apop-





Figura 2.1. Princípio da produção de espécies reativas, RNS e ROS, 
pelo plasma. Adaptado de [34]. 
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Entre as células cancerígenas e sãs sujeitas ao CAP verificou-se que a quantidade de es-
pécies reativas obtidas após a exposição era superior nas células cancerígenas [24,27]. Logo, uma 
vez que as células cancerígenas expostas apresentam uma maior quantidade destas espécies, pos-
suem, assim, uma maior probabilidade de morte celular (desencadeada por stress oxidativo).  
Embora já tenha sido validada a hipótese de as espécies reativas terem um papel crucial 
nos efeitos biológicos obtidos, ainda não se conseguiu descobrir que componente, em particular, 
é o causador do stress oxidativo gerado. 
 
Diversos estudos continuam a ser desenvolvidos de forma a assegurar que a sensibilidade 
das células cancerígenas à exposição do plasma é diferente da sensibilidade apresentada por cé-
lulas sãs [3,14,27,28]. Em testes realizados com células bacterianas (cuja resposta aparenta ser 
semelhante à das células tumorais) e células eucarióticas (em representação das células saudá-
veis), observou-se que efetivamente era possível originar a apoptose das células bacterianas, no 
entanto, o mesmo não acontecia às células eucarióticas. As células eucarióticas, devido aos me-
canismos de defesa que possuem, necessitam de tempos de exposição muito mais elevados para 
que o mesmo efeito ocorra [27].  
 
Volotskova et al.[25] reportou que o aumento da sensibilidade das células cancerígenas 
ao CAP deve-se também às diferenças na distribuição ao longo do ciclo celular dessas mesmas 
células relativamente às células sãs. Assim, demonstrou que os resultados obtidos pelo tratamento 
com o CAP encontram-se não só dependentes da duração do tratamento e da composição química 
do plasma (foi utilizado plasma produzido a partir de hélio), como também do número de células 
na amostra tratada que se encontram na fase-S (fase do ciclo celular em que ocorre a replicação 
do DNA). O facto das células cancerígenas se encontrarem maioritariamente na fase-S (cerca de 
40-50%, enquanto que nas células normais apenas 10-15%), devido à elevada taxa de proliferação 
que apresentam, vem contribuir para a seletividade do CAP. Este estudo baseou-se no fato de já 
ter sido comprovada a relação existente entre as ROS e a resposta celular.  
Assim, de forma a validar a hipótese da dependência em relação à fase-S, foi utilizado 
um indicador de stress oxidativo como revelador de danos nessa fase em particular. Os resultados 
obtidos demonstraram um aumento significativo e mais pronunciado do indicador na fase-S, 
vindo assim a validar a suspeita de que os efeitos do CAP são também dependentes da fase do 
ciclo celular em que as células tratadas se encontram. Uma vez que os efeitos são maioritaria-
mente obtidos em células na fase-S (fase predominante das células cancerígenas), obtém-se uma 
diminuição da progressão celular como resultado do abrandamento da replicação do DNA por 
indução da apoptose. 
 
 




Deste modo, conclui-se que o CAP é capaz de provocar não só a ativação da cadeia apop-
tótica através de danos oxidativos nas células cancerígenas, mas também uma diminuição da re-
plicação do DNA nas mesmas células. É essa elevada seletividade apresentada aquando da sua 
aplicação que faz com que seja considerado uma potencial alternativa aos tratamentos do cancro  
já existentes podendo, adicionalmente, ser combinada com as técnicas convencionais de modo a 
fornecer melhores resultados e minimizar os danos causados às células saudáveis. 
 
No contexto do CAP diferentes abordagens têm sido utilizadas de forma a avaliar a sua 
eficácia no tratamento de células cancerígenas. Atualmente, uma nova metodologia para o trata-
mento com o CAP tem vindo a ser testada ao nível dos testes in vitro e é conhecida como um 
tratamento de forma indireta. Na forma direta, as células são expostas diretamente ao plasma por 
um determinado período de tempo; já no tratamento indireto, apenas o meio de cultura celular é 
exposto ao plasma e, posteriormente, uma determinada quantidade de meio tratado (exposto ao 
plasma) é transferida para os poços onde as células se encontram cultivadas. As interações do 
plasma com o meio celular vão resultar na dissolução e/ou difusão das espécies reativas no 
mesmo. No entanto, uma vez que estas espécies apenas permanecem ativas durante um período 
de tempo limitado, é necessário ter em conta que esse facto irá condicionar a duração da efetivi-
dade do meio tratado.  
De acordo com a literatura, não são verificadas diferenças significativas ao nível dos re-
sultados quando o tratamento é efetuado quer de forma direta quer de forma indireta, tornando 
assim estas duas técnicas equivalentes e válidas para a realização dos ensaios [35]. É importante 
salientar que o tratamento pelo método indireto acarreta como vantagens o facto do meio tratado 
poder ser injetado podendo assim alcançar e, consequentemente, tratar tecidos que por irradiação 
direta não seria possível aceder e ainda o facto de permanecer ativo/efetivo durante algum espaço 
de tempo.  
 
Ao longo da maioria dos estudos in vitro e in vivo já realizados, tem-se obtido uma irra-
dicação seletiva das células cancerígenas e uma diminuição do tamanho do tumor, respetivamente 
[2, 17,18, 20, 22, 25]. Tendo em consideração os diversos estudos e revisões realizadas acerca do 
assunto [14, 22, 23], pode-se dizer que os resultados obtidos para além de apresentarem uma 
dependência em relação ao tempo de exposição, têm dado indícios de que os efeitos da utilização 
do CAP são uniformes. Isto é, os resultados citados (tanto in vivo como in vitro)  têm sido obtidos 
para diferentes tipos de cancro - melanoma, glioblastoma, cancro a nível do pâncreas, pulmão, 




No entanto, ao longo dos estudos não se tem verificado uma igualdade nas condições e 
nos parâmetros utilizados (modo de obtenção do plasma, dispositivo de plasma, composição do 
plasma, condições de aplicação, tempo de exposição, entre outros), pelo que foi observado que 
parâmetros diferentes vão originar efeitos diferentes [10]. Essa heterogeneidade é observada pelo 
facto de existirem ainda lacunas ao nível do entendimento do princípio ativo do CAP na interação 
celular, uma vez que este campo é relativamente recente e a sua caracterização bastante complexa.  
Deste modo, tem-se procurado cada vez mais aumentar a especificidade/seletividade das 
suas aplicações sendo, para isso, necessários estudos adicionais de modo a estabelecer uma rela-
ção de causalidade ao nível dos constituintes do plasma e dos efeitos causados. 
 
Ao nível das fontes de CAP, as existentes atualmente são, na sua maioria, apenas para 
uso experimental. Na Europa, apenas quatro dispositivos se encontram disponíveis como dispo-
sitivos médicos. As respetivas acreditações foram atribuídas com base em observações e estudos 
clínicos realizados. Nenhum desses dispositivos possui licença para o ramo oncológico, sendo as 
suas aplicações principalmente dermatológicas [4, 26]. 
As fontes de CAP são divididas em categorias distintas (fonte de plasma direto, indireto 
e híbrido) tendo em conta o princípio de produção e a aplicação pretendida.  
Neste trabalho, em particular, foi produzida uma fonte de plasma indireto, que é o tipo de 
fonte mais utilizado quando se procura um tratamento bastante direcionado tal como no caso da 
oncologia. As principais vantagens deste tipo de fontes prendem-se ao facto de se conseguir obter 
uma coluna de plasma consideravelmente estável e controlável no meio externo  [22]. 
 
Neste método, o plasma é produzido entre dois elétrodos e, posteriormente, transportado 
sob a forma de jato de plasma para a área de aplicação, por um fluxo de gás. Na Tabela 2.1, é 
possível observar um resumo das propriedades de algumas fontes de plasma indireto utilizadas, 
















Tabela 2.1. Sumário de fontes de plasma em utilização. Adaptado de [13]. 
Fonte de 











Jet Dispositivo personalizado He 
230-270 
kHz 2 slm 1,1-1,8 kV - Melanoma 
Jet Dispositivo personalizado He 
RF 25 kHz 
Pulsado 
400hz 
16.6 slm 25 kV - Cicatrização de feridas 





Ar árgon, RF radiofrequência, APPJ atmospheric pressure plasma jet, slm standard liter per minute 
 
 
Devido à amplitude das possíveis aplicações destas fontes, nos últimos dez anos, verifi-
cou-se uma forte intensificação dos estudos para o desenvolvimento de novos dispositivos. A 
grande variedade das aplicações leva a uma diversidade não só no dimensionamento como tam-
bém nas condições a utilizar nos dispositivos. É difícil determinar um protocolo standard, sendo 
necessário efetuar diferentes conjugações de parâmetros, de modo a verificar quais as condições 
ótimas, uma vez que, alterações na tensão, tipo de gás, frequência, tempo de exposição, entre 
outros, vão ter implicações diretas no resultado obtido [4, 5, 22]. 
 
A primeira fonte deste método capaz de produzir plasma a baixas temperaturas foi repor-
tada por Stoffels et al. e é designada como “plasma needle” [20]. Em 2005, Foest et al. desen-
volveu duas novas versões de jatos de plasma na gama das Radiofrequências (RF) [37]. Em par-
ticular, a segunda versão é de especial interesse uma vez que apresenta uma configuração seme-
lhante à que foi desenvolvida neste trabalho, tal como pode ser visto na secção 3.2 - Caracteriza-
ção do dispositivo de plasma. 
 
Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o potencial do CAP para o tra-
tamento do cancro, mais especificamente, do cancro da pele. Deste modo, foi dimensionada e, 
posteriormente, construída uma fonte de alta tensão bem como uma fonte de CAP, utilizando 
como gás de alimentação o árgon (Ar). Uma vez construídos ambos os dispositivos, foram testa-












3. Procedimento Experimental   
 
Nesta secção é feita uma breve explicação dos dispositivos produzidos, bem como do seu modo 
de funcionamento. É igualmente explicado o modo de caracterização do plasma obtido e todo o 
procedimento experimental ao nível dos testes de viabilidade celular realizados de forma a validar 
o dispositivo desenvolvido. 
 
3.1. Princípio de funcionamento da fonte de tensão 
 
Tal como referido, este trabalho pressupôs, para além da construção do dispositivo de jato de 
plasma, o dimensionamento e posterior construção de uma fonte de alta tensão, contínua e variá-
vel. 
 
Desse modo, foi construída uma fonte de tensão contínua (DC) variável, de 0 a 20 kV, e com 
uma corrente máxima de aproximadamente 20 mA. A fonte foi dimensionada tendo como base o 
esquema geral da Figura 3.1, e é essencialmente constituída por:  
 
i. Fonte de tensão DC– alimentada pela tensão da rede e dimensionada de modo a produzir 
uma tensão contínua variável até 20 V; 
 
ii. Circuito oscilador – circuito condutor do transformador de linhas (também conhecido 
como ZVS, Zero-Voltage Switching); 
 
iii. Transformador de linhas (flyback) – transformador inversor de razão 1:1000 destinado a 
elevar a tensão até cerca de 20 kV; 
 
iv. Retificador – acoplado ao transformador de linhas, é responsável pela conversão da ten-









3.2. Caracterização do dispositivo de plasma  
 
Tal como já foi referido, o objetivo desta tese foi o desenvolvimento de uma fonte de plasma 
indireto, muitas vezes designada como “cold atmospheric plasma jet” ou “caneta de jato de 
plasma”. 
 
O dispositivo, tal como pode ser visto na Figura 3.2, é constituído, de uma forma geral, 
por um tubo de descarga que se encontra acoplado a um par de elétrodos. Um dos elétrodos é uma 
agulha metálica que é colocada no centro do tubo e, por norma, termina alguns centímetros antes 
do fim do tubo. O segundo elétrodo é constituído por um anel metálico que se encontra fixo à 
zona exterior do tubo. As paredes do tubo funcionam como um isolador, não permitindo que haja 
contacto entre o segundo elétrodo e o plasma gerado [38].  
Figura 3.1. Representação esquemática geral da fonte de tensão produzida. A fonte é constituída por 
uma fonte de tensão DC, alimentada à tensão da rede (220 AC) e que produz uma tensão de saída 
contínua variável. Essa fonte alimenta o circuito oscilador (ZVS) que se encontra acoplado ao pri-
mário do transformador de linhas, L1. À direita, encontra-se o secundário do transformador de li-
nhas, L2, ligado ao retificador (díodo, D) que é responsável pela conversão da tensão obtida no trans-
formador de alternada para contínua.  
Figura 3.2. Ilustração esquemática do dispositivo produzido e dos seus componentes: tubo exterior, 
dois elétrodos, sendo um constituído por uma agulha metálica e introduzido no interior do tubo, e o 
segundo por um anel metálico colocado no exterior do tubo. É possível visualizar o local de entrada 
do gás bem como as ligações à fonte de tensão. Adaptado de [38]. 




Este trabalho, numa fase inicial, foi desenvolvido em conformidade com o esquema da Figura 
3.2, contendo a entrada para o gás (árgon), o tubo de confinamento do gás (tubo de borossilicato) 
e os dois elétrodos com disposição semelhante à do esquema. No entanto, foram igualmente tes-
tadas diferentes configurações para o tubo e para os elétrodos, em particular, para o anel metálico, 
no sentido de determinar qual a que produzia os melhores resultados (jato de plasma com as ca-
racterísticas necessárias à aplicação pretendida).  
 
 
3.3. Princípio de produção do plasma (CAP) 
 
 
Uma vez que se trata de plasma à pressão atmosférica, é necessário um campo elétrico elevado 
para iniciar a descarga ao longo do gás. Quando o árgon (que possui na sua constituição eletrões 
e iões) flui através do tubo e, simultaneamente, é ligada a fonte de alimentação de alta tensão, um 
jato de plasma frio é gerado caso a tensão aplicada seja superior à tensão de disrupção (valor 
dependente da distância entre os elétrodos, da pressão do gás e do gás em causa, de acordo com 
a Lei de Paschen), que corresponde à tensão necessária para tornar o gás eletricamente condutor, 
ou seja, para produzir uma descarga no árgon. 
 Tal como referido, de acordo com a Lei de Paschen, a variação da tensão de disrupção é 
função do produto entre a pressão do gás e a distância entre os elétrodos, Figura 3.3, e pode ser 






                                                            (3.1) 
 
onde, Vd corresponde à tensão de disrupção, C1  e C2 são constantes características do gás deter-
minadas experimentalmente, e p e d representam a pressão e distância entre os elétrodos, respeti-
vamente [39]. 
Com um aumento da pressão e da distância entre os elétrodos, verifica-se uma tendência 
para um comportamento linear, isto é, a tensão de disrupção é aproximadamente proporcional ao 
produto da pressão pela distância entre ambos os elétrodos. Para pressões mais baixas há um 
aumento dessa tensão. Isto porque, a baixa pressão, é menor a frequência de colisões (eletrões 
























A aplicação de um campo elétrico ao gás transfere energia térmica para o mesmo e, conse-
quentemente, os seus eletrões são acelerados adquirindo uma elevada energia cinética (visto que 
possuem uma massa reduzida). Estes eletrões deslocam-se de forma livre e vão funcionar como 
portadores de carga. Ao deslocarem-se, colidem com os átomos e moléculas do gás e/ou com a 
superfície dos elétrodos podendo originar novos eletrões livres (processo de ionização) e criar 
assim iões atómicos e moleculares positivamente carregados. Origina-se, assim, um processo de 
ionizações em cascata: os novos eletrões criados são de seguida acelerados pelo campo elétrico 
que está a ser aplicado e vão, por sua vez, sofrer também colisões originando novamente a ioni-


















Figura 3.4. Representação esquemática do processo de io-
nização em cascata - o eletrão, ao ser acelerado pelo 
campo elétrico, sofre colisões originando novos eletrões li-
vres que, por sua vez, vão desencadear novos eletrões e 
assim sucessivamente [40]. 
. 
Figura 3.3. Variação da tensão de disrupção para diferentes 
gases em função da pressão utilizada e distância entre elétro-
dos. O eixo das ordenadas representa a tensão de disrupção, 
Vd, e o eixo das abcissas o produto da pressão, em torr, pela 
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Deste modo, o jato de plasma é constituído pela mistura de espécies reativas que se criam e é 
obtido como resultado de uma série de ionizações ao longo do gás. A proporção obtida entre 
partículas carregadas positiva e negativamente é tal que, a carga total do gás é considerada, apro-
ximadamente, zero. O plasma torna-se visível devido a emissão de fotões, na zona de ionização, 
pelas espécies que foram excitadas. 
 
É importante salientar que, como já vem sido dito, alterações nos parâmetros utilizados na 
produção do plasma podem originar plasmas constituídos por espécies diferentes. Assim, é fun-
damental determinar que espécies são obtidas no plasma produzido.  
Durante este trabalho a técnica utilizada para a caracterização do plasma foi a Espectroscopia 
Ótica de Emissão. 
 
3.4. Espectroscopia Ótica de Emissão  
 
 
A determinação das espécies existentes no plasma produzido pode ser feita através da técnica de 
espectroscopia ótica de emissão. Esta é uma técnica relativamente simples e de baixo custo, capaz 
de fornecer os resultados sem interferir com o plasma, durante o processo. Apresenta como van-
tagens adicionais o facto de ter uma rápida resposta, bem como um baixo limite de deteção, o que 
torna possível a identificação de pequenas densidades de espécies excitadas.  
 
Esta técnica explora o facto de o plasma emitir luz baseando-se na análise dessa luz emi-
tida por átomos neutros e/ou ionizados, radicais ou moléculas. Num espectro de emissão, as linhas 
de emissão são originadas pelo decaimento de moléculas ou átomos eletronicamente excitados 
(devido às colisões acima referidas). A existência de determinadas linhas de emissão no espectro 
permite a identificação, de forma inequívoca, das espécies presentes no plasma, uma vez que, 
cada linha de emissão é característica de uma espécie em particular.  
O princípio de funcionamento desta técnica prende-se na determinação do comprimento 
de onda da linha espectral através da energia do fotão que é emitido pela espécie excitada. A 
radiação emitida pelo plasma é coletada e transportada através de uma fibra ótica, FC-UV600-2 
da Avantes, até um espectrómetro (SPEC STD, Sarspec). Em todas as medidas realizadas, a gama 
espectral utilizada foi 180-1100 nm com uma resolução de 1,7 nm e a fibra ótica foi mantida 
perpendicularmente ao jato de plasma, sensivelmente a 0,5 cm de distância.  
Através da análise dos espectros de emissão obtidos foi possível obter a informação das 
espécies que constituem o plasma produzido, nas diversas condições testadas. 
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3.5. Ensaios Celulares in vitro 
 
 
A última parte deste trabalho corresponde à realização de testes, de forma a justificar a validação 
do dispositivo produzido. Para tal, foram realizados testes de viabilidade celular que visam deter-
minar a capacidade das células de manter ou recuperar a sua viabilidade (integridade).   
 
Esta última etapa, de validação do dispositivo, foi realizada através de ensaios in vitro, 
de modo a permitir tirar algumas conclusões prévias e evitar que ensaios in vivo sejam realizados 
desnecessariamente. Embora os seus resultados não possuam, a priori, uma relação direta com os 
ensaios in vivo, são um processo fundamental numa fase inicial de qualquer investigação. Assim, 
sendo os testes in vitro muito mais económicos, acessíveis e de fácil realização, foi possível testar 
diferentes condições ao longo de todo o processo como o número de células a tratar, os tempos 
de exposição ao plasma, o tempo de incubação após o tratamento, entre outras. 
 Desse modo, foram efetuados ensaios celulares de exposição ao plasma por diferentes 
períodos de tempo e, após um determinado período de incubação, foi medida a viabilidade celular. 
Neste trabalho o teste utilizado para a determinação da viabilidade celular foi o teste enzimático 
com resazurina, que se encontra explicado na secção 3.5.3.1.  
 
Tendo em conta a revisão bibliográfica acima apresentada, sobre a possibilidade de os 
ensaios serem realizados quer de forma direta quer de forma indireta (meio tratado), optou-se por 
efetuar os mesmos pelo segundo método, o indireto, devido à grande vantagem que este método 
proporciona no tratamento de determinados cancros que, por exposição direta, não são acessíveis.  
 
 
3.5.1. Preparação dos Ensaios Celulares 
 
 
Tal como já foi mencionado, o intuito do presente trabalho foi estudar a exequibilidade da apli-
cação da tecnologia de plasma frio para o tratamento do cancro da pele e, mais especificamente, 
para as células do carcinoma escamoso. Assim sendo, a linhagem de células cancerígenas utili-
zada durante os ensaios foi a SCC-15 (do inglês, Human Squamous Cell Carcinoma, ATCC® 
CRL-1623™), e a linhagem de células humanas utilizadas como meio de analogia às células sãs 
foi a HGF-1 (do inglês, Human Gingival Fibroblast, ATCC® CRL-2014™), ambas adquiridas na 
American Type Culture Collection (ATCC, LGC standards, Barcelona). 
3.5. ENSAIOS CELULARES IN VITRO 
 
 
3.5.1.1. Linhagens Celulares 
 
SCC-15: Células do Carcinoma Escamoso 
  
 Uma vez que o objetivo do presente estudo consistiu na validação do dispositivo produ-
zido e, consequentemente, da tecnologia de plasma frio para o tratamento do cancro da pele e de 
forma a que os testes realizados possam de alguma maneira vir a contribuir para a sua validação, 
escolheu-se esta linhagem celular que corresponde à segunda manifestação mais comum de can-
cro da pele, apresentando assim uma elevada relevância. A referida linhagem celular, corresponde 
a células da cavidade oral, mais especificamente da língua, o que levou à escolha da linhagem de 
HGF-1 como linhagem de células sãs. 
 
 
HGF-1: Fibroblastos Gengivais Humanos 
 
 Os fibroblastos são células que possuem funções vitais tanto durante o crescimento como 
na vida adulta. Estes constituem o tecido conjuntivo que tem como algumas das suas funções 
principais a distribuição de células de defesa pelo corpo e o suporte estrutural. Os fibroblastos 
possuem um papel importante no controlo do crescimento e diferenciação celular e são responsá-
veis pela produção de proteínas essenciais como o colagénio e a elastina além de outras proteínas 
que fazem parte da matriz extracelular.  
 
 Em geral, os fibroblastos são um dos tipos celulares de mamíferos mais acessíveis e dos 
mais fáceis de crescer em cultura. Assim sendo, foi escolhido este tipo celular e mais especifica-
mente os fibroblastos gengivais humanos normais, que são os maiores constituintes do tecido 
gengival e têm um papel fundamental na sua subsistência, uma vez que, tal como citado anterior-
mente, a linhagem celular cancerígena corresponde à células da cavidade oral [41].   
 
  
3.5.1.2. Cultura Celular 
 
Ambas as linhagens celulares correspondem a células aderentes e foram incubadas numa câmara 
apropriada para cultura celular (Sanyo-19AIC), a 37 °C numa atmosfera húmida com 5% CO2 em 
frascos de cultura, ventilados, de 75 ou 25 cm2  de área de cultura (T75 ou T25, Corningâ 
430641U ou 431463, respetivamente) sendo o meio de cultura celular mudado frequentemente 
(com 2 ou 3 dias de intervalo), de forma a garantir a sua sobrevivência e nutrição e permitir o seu 
crescimento e desenvolvimento. 
 





A linhagem celular HGF-1 foi cultivada com DMEM completo (Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium, Sigma, D5648), suplementado com 10% de FBS (Fetal Bovine Serum, Sigma, 
102710), 1% de L-Glutamina (Sigma, G7513) e 1% de antibiótico Penicilina/Estreptomicina 
(Pen/Strep, Sigma, A5955). A linhagem SCC-15 foi cultivada com DMEM-F12 (meio conjugado 
com mistura nutritiva F-12; ATCC® 30-2006™) suplementado com 10% de FBS, 1% de anti-
biótico e 400 ng/mL de hidrocortisona (Sigma, H0888).  
Ambas as linhagens foram mantidas em cultura nas condições supracitadas até atingirem 
a confluência celular. 
 
 
3.5.1.3. Preparação dos Ensaios Celulares 
 
De forma a realizar os ensaios celulares foi necessário remover as células dos frascos de cultura, 
efetuar a sua contagem e colocar o número de células que se pretendia estudar em poços de mi-
croplacas de 96 poços. Este processo de preparação das placas foi realizado sempre no dia anterior 
aos ensaios, de modo a possibilitar que as células aderissem ao fundo da placa (uma vez que são 
colocadas em suspensão nos poços), durante a noite de incubação, antes do tratamento com o 
meio tratado.  
 
Contagem das células 
 
Tendo em conta que os ensaios foram efetuados para um número específico de células 
por poço, foi necessário efetuar a sua contagem. Assim, para a contagem celular, e posterior pre-
paração das placas, foi necessário primeiro descolar as células dos frascos de cultura.  
Para “descolá-las”, inicialmente foi removido o meio de cultura que se encontrava no 
frasco e adicionou-se PBS (do inglês, Phosphate Buffered Saline, Sigma) o qual se retirou logo 
de seguida, tendo-se posteriormente adicionado uma pequena quantidade de tryple (Gibco, 
12604-021), o suficiente apenas para cobrir todo o fundo do frasco. De seguida, o frasco foi co-
locado na câmara de incubação por cerca de 5 minutos, de forma a permitir que o tryple atuasse 
e as células descolassem do fundo. Após esse período, o frasco foi visualizado ao microscópio, 
de modo a garantir que as células se encontravam efetivamente em suspensão (descoladas). Uma 
vez cumpridas todas estas fases, adicionou-se ao frasco uma quantidade pequena (1/2 mL) do 
meio respetivo para neutralizar o efeito do tryple. Posteriormente, a suspensão celular foi trans-
ferida para um tubo falcon esterilizado.  
Para a determinação da concentração de células na suspensão celular, foi utilizada a téc-
nica da câmara de Neubauer, que permite obter uma estimativa do número de células através de  
 




uma contagem ao microscópio. A câmara de Neubauer corresponde a uma lâmina espessa de uso 
microscópico, retangular e normalmente, de vidro, com duas depressões ao centro (Figura 3.5 – 
Entrada de suspensão) onde é colocada a mistura cuja concentração se pretende determinar (Fi-
gura 3.5). Para se efetuar a contagem, foi preparada num tubo eppendorf estéril uma pequena 
mistura, 1:1 (100µL:100µL), da suspensão, anteriormente, colocada no falcon e do corante trypan 
blue (Sigma, T8154), responsável por “sinalizar” os núcleos das células e torná-las facilmente 
quantificadas ao microscópio, tal como se mostra na Figura 3.6. 
 Posteriormente, um pequeno volume da mistura com o corante (o suficiente para preen-
cher as entradas) foi pipetado e colocado nas entradas de suspensão da lâmina (Figura 3.5) tendo 
sido, de seguida, efetuada a contagem ao microscópio. Através dessa contagem obtém-se uma 
estimativa do número de células presentes por mL da suspensão preparada tornando assim possí-






























Preparação das placas 
 
Posteriormente, o volume de suspensão celular necessário foi pipetado para as placas de 
96 poços e, de seguida, foi adicionado meio, de modo a perfazer 150 µL por poço (Figura 3.7.).  
Entrada de suspensão 
Figura 3.5. Câmara de Neubauer utilizada para a 
quantificação da suspensão celular. 
Figura 3.6. Leitura da câmara de Neubauer ob-
tida ao microscópico após adição do trypan blue 
à suspensão celular.  





As placas foram deixadas em cultura durante cerca de 20/24h, de forma a permitir, tal 
como já foi referido, que as células adiram ao fundo da placa. É importante que o período entre a 
preparação das placas e a realização dos ensaios não exceda as 20/24 h. Isto porque, uma vez que 
se pretende efetuar os testes com um número específico de células por poço, quanto maior o 
período de espera, menor é a garantia de que no poço permanece o número de células estimado 







3.5.2. Tratamentos Celulares 
 
 
No tratamento de plasma de forma indireta, a fonte de plasma irradia verticalmente uma dada 
quantidade de meio celular que foi previamente pipetado para os diferentes poços de uma micro-
placa de 12 poços.  
Durante a exposição, o árgon flui pelo tubo até chegar à sua extremidade inferior onde 
ocorre a sua ignição e consequente formação do plasma. A interação do plasma (suas espécies 
constituintes) com o ar ambiente e com o meio celular vai desencadear uma série de reações e 
originar a produção de espécies reativas que, posteriormente, aquando da transferência desse meio 
tratado para as células, irá provocar alterações na sua viabilidade através de processos diversos.  
A toxicidade do jato de plasma está dependente da quantidade de espécies (particularmente, da 
quantidade de peróxido de hidrogénio (H2O2), RNS e ROS) que vão ser produzidas durante o 
tempo em que o meio está exposto ao jato de plasma. Por sua vez, esta quantidade de espécies  
 
Figura 3.7. Preparação das placas de 96 poços. Transferência da quantidade de 
suspensão celular pretendida para os poços e posterior adição de meio de forma 
a perfazer os 150 µL por poço.   




geradas é dependente do tempo de exposição e da quantidade de meio que está a ser submetido 
ao plasma [42].  
Tendo em conta todos estes fatores que levam a alterações nos resultados finais, foi ne-
cessário efetuar testes preliminares para diversas combinações de parâmetros, de forma a que se 
pudesse verificar as suas relações e, assim, determinar as condições mais adequadas para obter os 
resultados pretendidos.  
 
Desta forma, com o intuito de determinar as condições que originam os resultados mais 
promissores, os tratamentos foram realizados alternando as seguintes condições: volumes de meio 
a tratar (1 e 2 mL), diferentes tempos de exposição ao CAP (entre os 2,5 e os 9 minutos), diferentes 
números de células por poço (foram feitos testes para 2×104, 2×103 e 3,5×103 células por poço) e 
variação do volume de meio tratado que é posteriormente transferido para as células (100 ou 
150µL). A Tabela 3.1. sumaria as diversas condições testadas. 
  
Tabela 3.1.  Representação das várias condições testadas para diferentes tempos de exposição celular. 
Linhagem Celular Nº de células/poço Volume de meio  Tratado (mL) 
Volume transferido pós 
tratamento (µL) 
HGF-1 / SCC-15 
2 × 102 
2 100 150 
1 100 150 
3,5 × 106 
2 100 150 
1 100 150 
2 × 106 
2 100 150 
1 100 150 
 
 
 Ultimamente, têm sido efetuados diversos estudos no âmbito de examinar a influência do 
piruvato (substância presente no meio de cultura, DMEM completo) nas células. Os resultados 
reportados na literatura têm vindo a apontar para a influência do piruvato na proteção celular e na 
inibição dos efeitos provocados pelo H2O2 [43]. Neste contexto, decidiu-se realizar os ensaios 
com DMEM sem piruvato, de modo a garantir que as reduções observadas na viabilidade celular, 
resultam do efeito da exposição ao jato de plasma e das interações daí resultantes. Assim, o meio 
que foi colocado nos poços das microplacas de 12 poços para ser exposto ao CAP não foi o meio 
normal de cultura (DMEM completo) mas, um meio previamente preparado sem o piruvato na 
sua composição (DMEM sem piruvato).  
  
 





Os testes foram realizados dentro de uma câmara de fluxo laminar que foi previamente 
esterilizada por uma lâmpada ultravioleta, de forma a garantir que se reuniam todas as condições  
para a realização dos ensaios. Todos os ensaios foram efetuados com um fluxo de árgon (99% de  
pureza, Air Liquide) de 3 slm (do inglês, standard liters per minute) controlado por um fluxímetro 
(Dynamal Argon 0-15 l/min, Air Liquide).  
 
Durante todos os ensaios foram mantidas constantes as posições dos elétrodos, bem como 
a do tubo de borossilicato em relação aos poços da microplaca, de forma a assegurar que os testes 
eram todos realizados nas mesmas condições, tornando assim os seus resultados comparáveis.  
 
As posições e distâncias utilizadas durante todo o trabalho foram as seguintes: 
 
i. elétrodo interno (agulha) a 1 mm da extremidade do tubo de borossilicato; 
ii. elétrodo externo a 2 mm do fim do tubo de borossilicato; 
iii. tubo de borossilicato a 2 mm do topo do poço da placa. 
 
 A distância entre o tubo e os poços foi escolhida após a realização de ensaios anteriores 
onde se fez variar esse valor, de forma a ser possível concluir qual o gap (distãncia entre a extre-
midade do tubo de borossilicato e o topo do poço) que produzia resultados mais significativos/efe-
tivos no presente trabalho (dados não apresentados).  
 
 Após o tratamento, o meio colocado nas placas de 96 poços para a adesão celular, durante 
a noite anterior, foi removido e as células que, entretanto, aderiram aos poços, foram de seguida 
lavadas com PBS sem cálcio e magnésio na sua composição. O PBS corresponde a uma solução 
tampão funcionando, neste caso, como meio de limpeza celular. Posteriormente, foram então 
transferidos 100 ou 150 µL do meio tratado para os poços com as células previamente cultivadas 









As placas foram divididas nas várias condições utilizadas, sendo necessário haver sempre 
uma coluna de células com meio não tratado, de modo a funcionar como controlo para posterior 
estudo da viabilidade relativa.  
De forma a facilitar o entendimento do procedimento, nas Figuras 3.9 e 3.10, é possível 
visualizar como a placa foi dividida em alguns dos ensaios.  
Após a transferência do meio tratado para todos os poços, as células foram novamente 
colocadas a incubar nas mesmas condições (37º C, 5% CO2) durante 48 h, para posterior realiza-














Figura 3.8. Processo de tratamento do meio celular pelo CAP. O meio é exposto ao CAP e, de 
seguida, 100 ou 150 µL de meio tratado são transferidos para os poços onde as células se en-
contram (HGF-1 e SCC-15). 












3.5.3. Teste de Viabilidade Celular  
 
3.5.3.1. Ensaio de Resazurina 
O efeito da exposição ao jato de plasma na viabilidade celular foi adquirido através da medida da 
atividade metabólica total resultante. Após o tempo de incubação foram efetuados testes de via-
bilidade celular, de forma a determinar a percentagem de células (cancerígenas ou saudáveis) que 
se mantém viável após o tratamento com o meio submetido ao CAP. O teste de viabilidade celular  
utilizado foi o ensaio de redução da resazurina, um teste relativamente rápido, barato, simples e 
com elevada sensibilidade.   
 A resazurina é um indicador celular de oxidação-redução que pode ser utilizado para mo-
nitorizar a viabilidade celular através de processos metabólicos, da atividade enzimática celular. 
O teste é baseado na habilidade da enzima desidrogenase, que se encontra presente nas células 
metabolicamente ativas, reduzir a resazurina (corante azul) em resofurina (corante rosa/verme-
lho), tal como indicado na Figura 3.11. O corante, de coloração azul, é captado pelas células e  
 
 
150 ou 100 µL de meio tratado. Cada coluna corres-
ponde a um tempo de exposição diferente.  
Figura 3.9. Divisão de cada placa (HGF-1, SCC-15) con-
soante as variantes a estudar: número de células, tempos 
de tratamento, quantidade de meio tratado a transferir e 
quantidade de meio a tratar. Colunas 2-6 e 7-11 possuem 
números de células diferentes. Colunas 2 e 7 correspon-
dem aos controlos (células + meio não tratado) para dife-
rentes números de células cada. O objetivo, neste caso, é 
estudar a relevância do número de células por poço.  
Figura 3.10. Divisão de cada placa (HGF-1, SCC-15) con-
soante as variantes a estudar: número de células, tempos 
de tratamento, quantidade de meio tratado a transferir e 
quantidade de meio a tratar. Colunas 2 e 7 correspondem 
aos controlos (células + meio não tratado) para diferentes 
volumes de meio tratado transferido (150 ou 100 µL).  A 
placa possui o mesmo número de células em todos os po-
ços. O objetivo, neste caso, é estudar o efeito do volume de 
meio tratado transferido. 
100µL de meio tratado. Cada 
coluna com um tempo de ex-
posição diferente.  
150µL de meio tratado. Cada co-
luna com um tempo de exposição 
diferente.  




enzimaticamente reduzido originando uma alteração na coloração para o rosa/vermelho [44]. A 
quantidade de resofurina que é produzida é proporcional ao número de células viáveis (ativas) o  
que, posteriormente, pode ser facilmente quantificado utilizando um leitor de microplacas através 
da medição de alterações na absorvância para determinados comprimentos de onda. O presente 
ensaio exige um tempo de incubação entre 1 a 4 h (dependendo da atividade enzimática da linha-
gem celular em utilização) após a sua colocação (da resazurina) nos poços das microplacas, para 















3.5.3.2. Leitura da Viabilidade 
 
Desse modo, para a realização do teste, o meio tratado que se encontrava nos poços foi retirado 
na totalidade (apenas as células permaneceram nos poços) e, de seguida, foi efetuada uma mistura 
de DMEM sem piruvato com o corante, resazurina, (50% de cada) sendo colocados 150 µL da 
mistura preparada em todos os poços em utilização na microplaca. Adicionalmente, foram igual-
mente colocados 150 µL da mistura anteriormente referida em 3 ou 4 poços da microplaca que 
não haviam sido utilizados de forma a que, no momento da análise dos resultados da leitura, se 
pudesse retirar aos valores medidos a contribuição do corante (Figura 3.12.).    
 
 
Figura 3.11. Princípio de redução da resazurina em reso-
furina. Adaptado de [44]. 
Resazurina Resofurina 

























De seguida, a placa foi colocada a incubar no escuro, sob as condições já citadas, durante 
aproximadamente 4 horas, tempo suficiente para que as células consigam metabolizar e, conse-
quentemente, originar a alteração de cor dependendo da sua viabilidade (Figura 3.13.). 
 Posteriormente, a absorvância foi medida a um comprimento de onda de 570 nm e a uma 















Figura 3.12. Preparação da placa para posterior leitura da vi-
abilidade. A primeira fila não contém células, é colocada a 
mistura de meio com resazurina para funcionar como con-
trolo do reagente e ser, posteriormente, retirado aos restantes 
poços no momento da análise.   
Figura 3.13. Imagem ilustrativa de uma microplaca de 96 po-
ços após o tempo de incubação. Da esquerda para a direita 
verifica-se uma diminuição da viabilidade relativa, menor 
atividade metabólica. Quanto mais rosa for, maior a capaci-
dade de redução da resazurina (azul) em resofurina (rosa) e, 
consequentemente, maior viabilidade relativa. 




Todo o procedimento celular acima citado foi realizado no laboratório de Engenharia de Te-
cidos da Faculdade de Ciência e Tecnologia, que se encontra devidamente equipado e preparado 
para uma boa prática dos processos. Os processos foram executados numa câmara de fluxo lami-
nar e o equipamento usado foi todo previamente esterilizado e desinfetado com isopropanol cum-
prindo assim as exigências que estas tarefas acarretam, de forma a evitar contaminações ou outras 
complicações, que possam diminuir a confiança nos resultados obtidos. 
 
 
3.6. Análise Estatística   
 
 
Todos os ensaios de viabilidade celular foram realizados, no mínimo, três vezes de forma inde-
pendente e com cada variante em sextuplicado, com o intuito de verificar a fiabilidade dos resul-
tados obtidos.  
Os resultados encontram-se expressos, no Capítulo V, como a média ± o desvio padrão 
dos resultados obtidos para, no mínimo, os três ensaios realizados independentemente.  
O teste t-student foi utilizado para avaliar, estatisticamente, as significâncias das diferen-
ças obtidas entre os diferentes testes para todas as condições experimentais testadas. As signifi-



















4. Desenvolvimento dos Dispositivos 
 
Neste capítulo são apresentados os dispositivos que foram produzidos, nomeadamente a fonte de 
alta tensão e a “caneta” de plasma. Ao nível da fonte, são apresentados os diagramas do circuito, 
bem como a explicação sucinta do seu modo de funcionamento e os resultados obtidos após a sua 
construção. Ao nível do dispositivo de plasma em si, é apresentado não só o resultado final que 
valida o dispositivo desenvolvido, como são referidas as diferentes configurações e variantes que 
foram experimentadas e testadas até se alcançar o dispositivo final. 
 
4.1. Fonte de Alimentação do Plasma 
 
A fonte de alimentação do plasma utilizada para estabelecimento da descarga do plasma tem por 
base o esquema geral ilustrado na Figura 3.1 (Capítulo III) e é constituído pelos seguintes blocos 
principais: fonte de tensão DC, circuito oscilador de amplitude variável, transformador de linhas 
e retificador. 
 A fonte de tensão DC foi dimensionada de modo a fornecer uma tensão de saída, contínua, 
ajustável entre os 1,25 e os 20 V, que vai alimentar um circuito oscilador (ZVS) que gera um sinal 
AC que, posteriormente, é amplificado por um transformador de linhas (ou flyback). Uma vez 
que o sinal fornecido pelo ZVS é alternado, AC, o transformador de linhas possui acoplado à 
saída um retificador, correspondente à um díodo, de modo a efetuar a conversão do sinal AC – 
DC.  
Adicionalmente, tendo em conta que o circuito oscilador responsável pelo sinal AC que 
alimenta o transformador de linhas necessita de corrente elevada, para elevar a tensão até aos 
valores pretendidos, da ordem de 20 kV, 20 mA, foi necessário dimensionar a fonte de tensão de 
modo a suportar uma corrente de 15 A.  
 
4.1.1. Fonte de Tensão DC 
 
A fonte de tensão DC é constituída por um transformador monofásico, alimentado à rede, com 
uma tensão de saída única de 30 V AC e corrente até 15 A.  





De seguida, o sinal alternado obtido à saída do transformador passa por uma ponte retifi-
cadora (ponte de díodos) onde é efetuada a retificação de onda completa do sinal, tal como ilus-



















Após a retificação, o sinal passa por quatro condensadores de 4700 µF ligados em para-
lelo, totalizando 18 800 µF, e que são responsáveis pela filtragem do sinal e consequentemente, 
pela obtenção do sinal DC. No entanto, e à semelhança do que se verifica na maioria dos conver-
sores AC – DC, o sinal obtido à saída dos condensadores não é uma linha perfeitamente contínua 
e horizontal, apresentando algum ripple, tal como se encontra demonstrado na Figura 4.2. O rip-
ple, também designado por tensão de ondulação, é obtido como resultado da carga e descarga dos 
condensadores.  
Como a descarga do condensador é muito mais lenta que a sua carga, o resultado final da 
















Figura 4.1. Retificação de onda completa: em cima o 
sinal alternado obtido à saída do transformador e em 
baixo o sinal após passar pela ponte de díodos. O sinal 
passa a ter apenas componente positiva [46].  
Carga do Condensador 
Descarga do Condensador 
Figura 4.2. Sinal à saída dos condensadores. É possível comprovar 
que a carga do condensador é mais rápida do que a sua descarga, o 
que possibilita a obtenção de um sinal praticamente constante. 
Adaptado de [46]. 
 





Para que seja possível variar a tensão a partir da que se obtém à saída (aproximadamente os 42 V 
de tensão eficaz fornecidos pelo transformador), foi utilizado o circuito regulador integrado 




4.1.1.1. LM317  
O LM317 é um circuito integrado que permite regular e fazer variar, de forma linear, uma tensão 
contínua dentro de uma gama máxima definida, dos 1,25 aos 37 V, através da manipulação de 
uma resistência fixa e de um potenciómetro (R1 e R2, respetivamente), tal como representado na 






















Uma das características do circuito integrado acima representado, prende-se com o facto 
de que, em condições normais, a tensão entre o pino adjacente e o de saída ser igual a 1,25 V. 
  
Assim, a tensão à saída no circuito integrado é igual à tensão no pino de saída, Vo, mais 
1,25 V ou, em alternativa, pode ser calculada por:  
  
																																																	𝑉𝑜 = 1,25	𝑉 ×	8	1 + :+
:&
;.		                                        (4.1) 
 
 
onde, Vo corresponde à tensão de saída resultante, e R2 e R1 correspondem as resistências variável 
e fixa, respetivamente, que são manipuladas de acordo com a gama de tensão de saída pretendida. 
 
Desse modo, a tensão mínima possível de ser obtida corresponde a 1,25 V, que diz res-
peito ao caso particular em que a resistência variável, R2, se encontra na posição mínima, 0 W. 
Figura 4.3. Circuito do LM317 para regulação da 
tensão. O circuito apresenta três pinos: adjacente 
(adjust), o pino de entrada (input, Vi) e o de saída 
(output, Vo). R1 e R2 são responsáveis por regular a 
tensão de saída. Adaptado de [47]. 
 





Tendo em conta o intervalo de tensões que se pretende obter com a fonte de alimentação, 
o dimensionamento foi realizado para R1 = 270 W e R2 = 5 kW , obtendo-se assim uma tensão à 
saída do circuito integrado entre os 1,25 e 24 V.  
 
Uma vez dimensionado o circuito responsável por regular a tensão de saída a partir do 
sinal de entrada (sinal à saída dos condensadores) e tendo em conta que o LM317 suporta uma 
corrente máxima de 1,5 A, foi necessário efetuar uma adaptação de modo a que o circuito supor-
tasse os 15 A necessários. Para tal, foram adicionados ao circuito quatro transístores de potência 
(2N3055) em paralelo, dividindo assim por cada um a corrente total a percorrer o circuito e, con-
sequentemente, garantindo que ao regulador integrado LM317 não chega corrente acima da sua 
capacidade máxima.  
O esquema final da fonte de tensão DC implementada encontra-se representado na Figura 
4.4. Foram adicionadas resistências aos emissores dos transístores de forma a torná-los intrinse-
camente iguais. É importante salientar que o dimensionamento da fonte de tensão DC, regulada 
a partir do regulador integrado LM317, foi feito para 24 V e não para os 20 V que foram referidos 
anteriormente, de forma a ter em conta as perdas que inevitavelmente ocorrem ao longo do cir-
cuito e que o circuito, quando testado “ no vazio”, fornece valores de saída mais elevados do que 
no momento em que se adiciona carga (neste caso será adicionado o oscilador e o transformador 
flyback).  
 
Tanto os transístores como o regulador integrado LM317 foram montados em dissipado-
res, de modo a aumentar a dissipação do calor produzido pelos componentes e assim evitar que o 












4.1.2. Circuito oscilador de amplitude variável e transformador flyback 
 
 
O circuito oscilador, ou ZVS, é responsável por “conduzir” o transformador de linhas. A sua 
função consiste, basicamente, em fornecer ao flyback um sinal de entrada pulsado de alta frequên-
cia permitindo, assim, que o mesmo funcione.  
Atualmente, este é o “condutor” mais eficiente já alguma vez feito, podendo ser dimen-
sionado para operar até 1000 W e com uma eficiência até 90% [47]. 
 
 O esquema do circuito oscilador executado encontra-se representado na Figura 4.5. De 
uma forma geral, quando uma tensão é aplicada no ponto +V, a corrente flui através das resistên-
cias de 470 W até ambos os MOSFETs (do inglês, Metal Oxide Semiconductor Field Effect Tran-
sistor, IRFP250N, Figura 4.6) [49]. As resistências referidas servem para limitar a corrente que 
vai carregar a gate (G) evitando que o MOSFET seja danificado.  
De seguida, como os componentes nunca são perfeitamente iguais, um dos MOSFET é 
ativado primeiro permitindo que mais corrente o percorra. Consequentemente, a corrente que per-
corre a gate do MOSFET não ativo é consumida pelo MOSFET que foi ativado e o díodo (D1 ou 
D2) bloqueia a gate do outro MOSFET.  
 
Figura 4.4. Diagrama da fonte de tensão DC. A fonte de tensão tem como objetivo produzir 
uma tensão DC variável, de forma a posteriormente ligar-se ao circuito oscilador e transfor-
mador de linhas e produzir a alta tensão. 





Tendo em conta que o circuito possui os condensadores em paralelo com a bobina, tem-
se um circuito ressonante que será responsável por fazer com que o drain (D) do MOSFET inativo 
alcance os 0 V. Os condensadores, por sua vez, são responsáveis por fazer a tensão variar sinu-
soidalmente impedindo que a corrente aumente constantemente até saturar e, consequentemente, 
danificar os MOSFETs.  
De seguida, uma vez atingidos os 0 V, a gate do MOSFET que anteriormente estava ativo 
começa a descarregar através do díodo (D1 ou D2) que se encontra ligado ao drain do MOSFET 
oposto, desligando assim o primeiro MOSFET. Uma vez desligado o primeiro MOSFET, o se-
gundo é ativado e o ciclo repete-se.  
Este tipo de circuitos é comumente designado por ZVS, zero-voltage switching, uma vez 
que a comutação entre os MOSFETs ocorre quando o que estava ativo atinge os 0 V, isto é, 
quando a tensão entre os terminais é zero. Este tipo de funcionamento torna o gasto de energia 
por transferência de calor muito menor tornando o sistema mais eficiente. 
 Os díodos de zener (D3 e D4) funcionam como sistema de proteção dos MOSFETs garan-
tindo que a tensão da G não é superior a 12 V (tensão dos díodos utilizados). Por sua vez, as 
resistências de 10 kW servem para eliminar qualquer excesso de carga na gate do MOSFET (fun-
cionando como condensadores). A bobina central (L1) serve para proteger o circuito de picos de 
corrente que o podem danificar.   
 
 
Figura 4.5. Diagrama do circuito oscilador e do transformador de linhas (representado por L2 
e L3). O circuito é ligado diretamente ao flyback e é responsável pelo seu funcionamento.  

















Cálculo da frequência de oscilação do ZVS 
 
Tal como referido, o ZVS fornece ao flyback um sinal de entrada com elevada frequência de 
oscilação. Dado que este circuito diz respeito a oscilador ressonante, a sua frequência de oscilação 
é determinada pelos condensadores (C1 + C2, pois estão em paralelo) e pela indutância da bobina 
central (L1) e é dada por: 
 
                                                 																							𝑓 = 	 >
?@√B%
	.                                                   (4.2) 
 
onde, L representa a indutância da bobina central L1 e C a capacidade equivalente dos condensa-
dores C1 e C2. Desse modo, obteve-se para L = 47 µH e C = 0,66 µF, uma frequência de oscilação 
de, aproximadamente, 25 kHz. 
 
Assim, resumidamente, o circuito ZVS vai oscilar a corrente através de L1 em torno do 
núcleo do flyback com uma frequência de oscilação a volta dos 25 kHz. Esta mudança constante 
da direção da corrente que ocorre no ZVS, vai criar um campo magnético variável no tempo e 
induzir uma corrente aos enrolamentos na bobina secundária do flyback. 
 Como já foi referido, os enrolamentos do transformador de linhas têm uma elevada pro-
porção (1:1000) fazendo com que a tensão à saída seja bastante mais elevada, Figura 4.7. O en-
rolamento do primário do transformador foi feito de modo a que este possua 6 voltas de cada lado, 
obtendo-se à saída do secundário uma tensão 103 vezes maior que a de entrada. 
 
 
Figura 4.6. Representação esquemática do MOSFET utili-
zado no circuito ZVS, IRFP250N. Ilustração da designação 
dos terminais do MOSFET de forma a facilitar o entendi-
mento do circuito: o drain (D), a gate (G) e a source (S). Adap-
tado de [49]. 


















Uma vez conectadas todas as partes da fonte de alimentação, obteve-se para valores de 
saída da fonte de tensão DC entre os 1,5 e 20 V, uma tensão de saída variável até 20 kV, tal como 
pretendido. Na Tabela 4.1 é possível analisar os valores que foram obtidos à saída do transforma-
dor de linhas (saída de alta tensão), quando no potenciómetro se fez variar a tensão da fonte de 
alimentação. Uma vez que se trata de alta tensão, foi necessário dimensionar um divisor de tensão 
de fator 1000 para que se pudesse ler os valores obtidos à saída.  
 
 
Tabela 4.1. Representação da tensão de saída da fonte de alta tensão em função da tensão variável 
na fonte de tensão DC (tensão de alimentação).  
Tensão de Alimentação (V) Tensão de Saída (kV) 
5,1 ± 0,1 5,2 ± 0,1 
6,3 ± 0,1 6,5 ± 0,1 
7,7 ± 0,1 7,6 ± 0,1 
8,0 ± 0,1 8,2 ± 0,1 
12,7 ± 0,1 13,0 ± 0,1 
14,0 ± 0,1 14,4 ± 0,1 
15,2 ± 0,1 15,6 ± 0,1 
16,0 ± 0,1 16,4 ± 0,1 
17,7 ± 0,1 18,2 ± 0,1 
19,0 ± 0,1 19,4 ± 0,1 
19,5 ± 0,1 20,0 ± 0,1 
 
Figura 4.7. Representação esquemática do transformador de linhas. 
Ilustração dos pinos ground e Vsaída (alta tensão), e do enrolamento 
primário efetuado com 6 voltas para cada lado. Adaptado de [48]. 





Através da análise da Figura 4.8, é possível verificar a existência de linearidade entre as 
tensões de entrada e de saída que foram obtidas. Adicionalmente, verificou-se que o oscilador 
ZVS apenas era ativado a partir de uma tensão na fonte de alimentação de, aproximadamente, 5 
V.  Quer por análise da Tabela 4.1 quer da Figura 4.8, é possível validar não só a existência da 
linearidade como comprovar que a proporção entre os enrolamentos primário e secundário é efe-












4.2. Caneta de Jato de Plasma 
 
 
Tal como citado, o desenvolvimento do dispositivo foi baseado no esquema da Figura 3.2, apre-
sentado na secção 3.2, sendo constituído por: tubo exterior (neste caso de borossilicato), entrada 
para o árgon e dois elétrodos metálicos - uma agulha metálica, no interior, e, no exterior do tubo, 
um anel metálico.  
Na Figura 4.9, a) e b), encontra-se ilustrado o esquema e a montagem, respetivamente, 
efetuadas de modo a poderem ser facilmente testadas algumas variantes na configuração do dis-
positivo. 
Figura 4.8. Gráfico da tensão resultante da fornecida pela fonte de tensão DC ao resto 
do circuito da fonte a alta tensão. Eixo das abcissas - Variação da tensão da fonte de 
alimentação através do potenciómetro (V); Eixo das ordenadas – Tensão obtida à saída 
do transformado de linhas (kV). Linha de tendência a tracejado para facilitar a visua-
lização. Incerteza associada encontra-se representada através de barras de erro, no en-
tanto, devido a sua dimensão relativamente à escala do gráfico é impossível a sua visu-
alização.  










Ø Configuração do tubo 
 
Ao nível do tubo de confinamento foram testadas duas configurações diferentes com o 
intuito de verificar se de algum modo a configuração do tubo podia influenciar e, assim, alterar o 
jato de plasma. Desse modo, o dispositivo foi testado tanto com um tubo cilíndrico como com um 

















Figura 4.10. Ilustração das configurações testadas para o tubo de 
confinamento. Ambos os tubos correspondem a tubos de borossili-
cato. 
Figura 4.9. Ilustração do Setup experimental utilizado para testar dife-
rentes configurações (e.g. elétrodos diferentes): a) esquema da monta-
gem realizada; b) montagem realizada de forma a facilitar o teste de di-
ferentes configurações. 





Em termos de resultados, não se conseguiu obter a formação do plasma com o tubo afu-
nilado, tendo sido essa opção descartada e utilizado o tubo cilíndrico normal.  
Assim, o tubo de confinamento escolhido consiste num tubo de borossilicato, caracteri-
zado por ser um material resistente ao calor e aos elementos químicos e por possuir um baixo 
coeficiente de dilatação; o tubo utilizado tem as seguintes dimensões: 6,97 e 3,76 mm de diâmetro 
externo e interno, respetivamente, e 13 cm de altura. 
 
Ø Tipo e configuração dos elétrodos  
 
Ao nível dos elétrodos, como elétrodo interno foi utilizada uma agulha de aço inoxidável com 2 
mm de diâmetro. Em termos do elétrodo externo foram testadas algumas alternativas como a 
utilização de um anel de cobre ou de titânio ou a elaboração de um elétrodo a partir de um fio de 


















Por análise da estabilidade do jato que era obtido para cada um dos elétrodos externos, 
bem como dos resultados obtidos em tratamentos com o plasma produzido pelos mesmos e res-
petiva análise espectroscópica (resultados apresentados no Capítulo V), optou-se pelo desenvol-
vimento do dispositivo com a terceira configuração ilustrada: o elétrodo construído a partir de um 
fio de cobre esmaltado. Desse modo, o elétrodo produzido corresponde a um enrolamento em 
espiral de um fio de cobre com 1 mm de espessura e 7 mm de altura, o correspondente a 7 voltas, 
(Figura 4.11 (c)).   
Uma vez determinada a configuração ideal do dispositivo em termos da estabilidade do 
jato de plasma, procedeu-se ao revestimento do dispositivo de forma a facilitar não só o seu ma-
nuseamento de modo seguro, bem como a automação do sistema. Para tal, o dispositivo foi aco-
plado a um posicionador vertical e simultaneamente a uma craveira digital, para tornar o sistema 
mais automático e preciso para posterior realização dos ensaios celulares.   
Figura 4.11. Jato de plasma obtido para diferentes elétrodos: 
(a) elétrodo feito através de varão de cobre; (b) elétrodo feito 
a partir de uma folha de titânio; (c) elétrodo feito através de 
um fio de cobre esmaltado. As imagens não se encontram re-
presentadas à mesma escala. 
 





Ao nível do revestimento, este foi desenhado no software online Autodesk® Tinkercad® 
e, posteriormente, impresso na impressora 3D da FCT Fablab. Para além do dimensionamento do 
revestimento em si, houve necessidade de ser igualmente dimensionada e impressa uma peça que 
permitisse acoplar o dispositivo ao posicionador e que o projetasse ligeiramente para a frente para 
que, aquando dos tratamentos com o plasma, se pudesse centrar o jato no poço de interesse com 
maior facilidade (foi necessário ter em consideração o tamanho das microplacas), Figuras 4.12 e 
4.13, respetivamente. O material utilizado na impressão de ambas as peças foi o polímero PLA  
(do inglês, polylactic acid, ácido poliláctico), que já tem sido utilizado em alguns dispositivos 
médicos e possui como características principais elevadas rigidez e resistência e temperatura de 
























Figura 4.13. Esquema e dimensões do extensor dimensionado para acoplar o dispositivo 
ao posicionador. 
Figura 4.12. Esquema e dimensões do reves-
timento dimensionado para o dispositivo. 




Uma vez impressas as peças, procedeu-se à montagem do sistema na sua totalidade – 
posicionador, extensor, craveira digital e suporte – bem como ao acoplamento do dispositivo de 
jato de plasma ao sistema. Desse modo, tal como é possível verificar na Figura 4.14, o posiciona-
dor encontra-se fixo a um suporte de acrílico, dimensionado para o efeito, e foi anexado a uma 
placa de alumínio que permitiu posteriormente fixar o extensor. 
 
 Figura 4.14. Representação do dispositivo final, sendo: 1) Posicionador vertical que foi afixado a 
um suporte de acrílico; 2) Craveira digital anexada ao posicionador de forma a registar a varia-
ções; 3) Elétrodo interno, agulha de inóx; 4) Elétrodo externo, fio de cobre; 5) entrada do gás, 
árgon; 6) suporte de acrílico; 7) placa de alumínio para permitir anexar extensor ao posicionador. 





A craveira digital foi incorporada ao posicionador e à placa de alumínio para tornar pre-
cisa a subida e a descida do dispositivo. Desse modo, e com o intuito de se poder determinar 
precisamente a que distância o jato de plasma se encontrava dos poços no momento dos tratamen-
tos, o método utilizado foi o seguinte: na craveira foi feita a marcação do zero no momento em 
que a parte inferior do dispositivo (tubo de borossilicato) tocava o topo superior do poço da mi-
croplaca. Assim, qualquer movimento posterior feito pelo posicionador era indicado na craveira 
tendo sempre como referência o zero inicialmente definido e, consequentemente, permitindo sa-
ber qual a distância em relação ao topo do poço. 
 
O dispositivo encontra-se fixo ao extensor por um rosca M8, possui na lateral a entrada 
para o árgon e na parte superior as duas ligações aos elétrodos. A rosca central (3 da Figura 4.14) 
corresponde à entrada da agulha de inóx (elétrodo interno) e à ligação ao ground da fonte de 
tensão, e o fio (4 da Figura 4.14) corresponde ao elétrodo de cobre (elétrodo externo) e à ligação 
ao terminal de alta tensão da fonte. 
 
Na Figura 4.15, é possível visualizar, mais ao pormenor, o dispositivo final, assim como 



















 Figura 4.15. Representação do setup final e do jato de plasma produzido.  





O jato de plasma começa a ser obtido para tensões a partir dos 7 kV, tendo sido, durante 
todo o trabalho, utilizada uma tensão aproximadamente de 8 kV. Tal como já era esperado, a 
partir do momento em que ocorre a disrupção do árgon e se começa a produzir o plasma, a tensão 
sofre um decréscimo considerável tendo, durante os testes, diminuído para uma tensão de, apro-
ximadamente, 2 kV no momento em que o jato estava formado.  
Isto vem explicar o fato de uma tensão mais elevada ser necessária apenas para conseguir 
causar a disrupção do gás em utilização. Uma vez atingida a disrupção, o processo vai desenca-
dear uma série de interações com o meio ambiente (ar e seus componentes) bem como, no caso 
dos testes celulares, com o meio celular, não sendo possível manter a tensão fixa no valor respon-
sável pela disrupção do gás. Logo, durante os ensaios celulares a tensão registada foi a tensão 




















5. Resultados e Discussão 
 
Neste capítulo são apresentados os resultados dos estudos realizados no presente trabalho. Numa 
primeira fase é exposto o estudo realizado ao nível dos elétrodos, nomeadamente a caracterização 
do jato de plasma obtido para os diferentes elétrodos testados e as viabilidades celulares obtidas 
após os ensaios com os vários elétrodos. De seguida, são apresentadas as várias condições e va-
riantes testadas nos ensaios celulares, bem como os respetivos resultados. Por fim, são apresen-
tados os estudos do pH e da temperatura obtidos após a exposição do meio ao plasma, de forma 
a ser possível excluir a influência destes parâmetros nos resultados obtidos. 
 
Ao nível dos ensaios celulares, estes foram todos realizados pelo menos 3 vezes, de forma 
independente, e com 5/6 réplicas para cada variante, de modo a ser possível efetuar a análise 
estatística e verificar a fiabilidade e repetibilidade dos resultados obtidos. No entanto, é impor-
tante salientar que ensaios celulares são bastante complexos, sendo normalmente interpretado 
cada resultado com uma tolerância aceitável de aproximadamente ± 10%. Os resultados da viabi-
lidade são apresentados como fração da viabilidade celular normalizada ao controlo (viabilidade 
relativa). 
 
5.1. Validação dos Elétrodos 
 
5.1.1. Caracterização do jato de plasma 
 
 
Tal como mencionado anteriormente, para estudar a composição do jato de plasma obtido foi 
utilizada a técnica da espectroscopia ótica de emissão. Assim, de forma a verificar se os três elé-
trodos (anel de cobre, fio de cobre e anel de titânio) iriam originar jatos com a mesma composição, 
efetuou-se o espectro de emissão ótica da descarga do árgon para cada um dos elétrodos exata-
mente nas mesmas condições experimentais, tal como representado na Figura 5.1.  
 
 





De salientar que na Figura 5.1, os três espectros apresentados encontram-se separados por um 
offset apenas para facilitar a comparação entre si e a sua ilustração simultânea.  
Pela análise dos espectros é possível verificar facilmente que foram obtidos picos cujos 
comprimentos de onda coincidem perfeitamente. As diferenças verificadas ao nível de intensi-
dade (em unidades arbitrárias, u.a.) entre os picos para os mesmos comprimentos de onda, não 
permite que sejam feitas comparações ao nível de intensidades relativas, uma vez que essa inten-
sidade corresponde a contagens e o seu valor pode ter sido facilmente influenciado no momento 
da obtenção dos espectros, por exemplo, por pequenas diferenças na distância entre a fibra ótica 
e o jato de plasma, assim como no ângulo de posicionamento da mesma. 
Tal como se pode observar, a gama onde se verificou o aparecimento dos picos encontra-
se entre os 300 nm e os 850 nm, aproximadamente. Não tendo sido detetados picos entre os 400 
e os 700 nm, torna-se mais específico referir que os picos de emissão foram detetados entre os 
300 - 400 nm e entre os 700 - 850 nm, gamas essas que correspondem a radiação ultravioleta 
(UV) e, visível (Vis) e infravermelha (NIR, do inglês – near-infrared, que compreende a gama 
entre 750 e 1400 nm), respetivamente. 
Tal como já foi citado no Capítulo II, o plasma possui na sua composição fotões UV e a 
emissão desses fotões pelas fontes de CAP é um fenómeno que já foi comprovado e é esperado.  
 
Figura 5.1. Caracterização do jato de plasma para os 3 elétrodos diferentes. Espectros refe-
rentes as espécies existentes no jato de plasma obtido para os diferentes elétrodos (anel de 
titânio, anel de cobre e fio de cobre). Os espetros encontram-se representados separados por 
um offset no eixo das ordenadas (Intensidade). 





A radiação UV compreende a gama de comprimentos de onda dos 100 - 400 nm, subdi-
vidindo-se em três subtipos: UV-A (315 - 400 nm), UV-B (280 - 315 nm) e UV-C (100 – 280 
nm) [48, 49]. A radiação, da A para a C, diminui em comprimento de onda, no entanto, aumenta 
em termos de potenciais danos biológicos, sendo a radiação UV-C a que maior risco acarreta, 
podendo mesmo originar mutações ao nível celular.  
Assim, é possível concluir pela análise dos espectros da descarga de plasma de árgon para 
os diferentes elétrodos que nenhum pico foi obtido na gama da radiação UV-C. É possível, ainda, 
identificar um pico de emissão pertencente ao radical hidroxilo (OH•) na região UV-B a um com-
primento de onda de aproximadamente 308 nm e picos entre os 330 e os 380 nm correspondentes 
a emissão de azoto molecular (N2) na região UV-A. É importante salientar que a radiação UV 
acima dos 200 nm é capaz de penetrar o meio líquido e, consequentemente, aumentar os efeitos 
causados nos sistemas biológicos [43]. 
Uma vez que o plasma foi obtido em contacto com o ar ambiente (o árgon interagiu com 
o ar circundante), o jato de plasma possui na sua composição elementos derivados das interações 
com o ar. Consequentemente, é expectável que os espectros obtidos possuam picos correspon-
dentes às espécies constituintes do ar circundante [52]. Assim, uma vez que o gás utilizado para 
a obtenção do plasma foi o árgon (sem a presença de oxigénio e/ou azoto), é possível verificar, 
pela análise dos espectros obtidos, que o resultado é efetivamente uma mistura de, maioritaria-
mente, árgon, azoto e oxigénio, sendo o azoto e o oxigénio resultado da interação com o ar.  Desse 
modo, os picos correspondentes às RNS e ROS resultam da mistura entre o Ar e o ar ambiente.  
Os picos referentes aos átomos de Ar excitados (espécies ativas de árgon) encontram-se 
na gama restante, entre os 700 e os 850 nm (radiação visível e infravermelha). 
 
Assim, é possível concluir que os três elétrodos originam jatos de plasma constituídos 
pelas mesmas espécies, apresentando espectros praticamente iguais, o que os torna, do ponto de 
vista espectroscópico, equivalentes.  
Os espectros foram todos obtidos para as mesmas condições utilizadas nos tratamentos 
celulares, ou seja, com fluxo de árgon de 3 slm e 30 segundos após a ignição do plasma para 
garantir que as condições fossem o mais equivalentes possível.  
 
De modo a ser possível concluir sobre a eficácia e validade dos três elétrodos no contexto celular, 










5.1.2. Estudo da viabilidade celular para os diferentes elétrodos 
 
Com o intuito de estudar a validade de cada um dos elétrodos testados, bem como a existência de 
uma uniformidade nos resultados obtidos pelo tratamento com os mesmos, foram realizados en-
saios para os 3 diferentes elétrodos para ambas as linhagens celulares, HGF-1 e SCC-15, e para 
tempos de exposição de 3 e 3,5 minutos. 
 
 Os testes foram realizados todos nas mesmas condições e utilizaram-se os seguintes pa-
râmetros: 2 mL de meio a tratar e 100 µL do meio tratado transferido para poços de placas de 96, 
com aproximadamente 3 500 células por poço.  
 
Pela análise da Figura 5.2, é possível verificar que os diferentes elétrodos originam resul-
tados pouco díspares para ambas as linhagens celulares. Tal como esperado, obtém-se viabilida-
des maiores para o período de exposição mais curto, o que comprova o facto de efeitos do plasma 
serem dependentes do tempo de exposição. Adicionalmente, pode ser comprovada a seletividade 
do CAP para as células cancerígenas uma vez que, para os três elétrodos se obtém viabilidades  
Figura 5.2. Viabilidades relativas obtidas para tratamentos de 3 e 3,5 minutos com os diferentes elétro-
dos. As viabilidades foram obtidas comparativamente ao grupo de controlo (grupo que não sofreu qual-
quer tratamento) 48 h após os tratamentos. Resultados são apresentados como a média ± desvio padrão 
de, no mínimo, três testes realizados de forma independente e em sextuplicado. No âmbito da análise 
estatística, o teste t-student foi efetuado e as significâncias obtidas em relação aos 3 minutos para cada 
elétrodo e linhagem celular, encontram-se representados como *** p<0,005, **p<0,01 e *p<0,05. 
 





significativamente inferiores para a linhagem cancerígena em comparação com a de HGF-1, onde 
as viabilidades resultantes foram sempre iguais ou superiores a 100%, indicando que o tratamento 
não teve efeitos negativos expressivos na viabilidade do tecido saudável.  
 Ao nível de equivalência entre elétrodos, é possível verificar uma grande semelhança nos 
resultados obtidos para os três elétrodos, principalmente para ambos os elétrodos de cobre. Para 
as SCC-15, aos 3,5 minutos obtiveram-se viabilidades entre os 30% e os 40% para os três elétro-
dos e aos 3 minutos a viabilidade resultante foi de aproximadamente 50% para os elétrodos de 
cobre e ligeiramente superior a 60% para o elétrodo de titânio.  
 
 Ao nível da análise estatística, realizada a partir do teste t-student, é possível verificar 
que, para os três elétrodos, foram observadas diferenças estatisticamente significativas nas viabi-
lidades obtidas entre os 3 e 3,5 minutos de tratamento para a linhagem SCC-15. No entanto, o 
mesmo não se verifica para a linhagem de HGF-1 onde a viabilidade se mantém praticamente 
inalterada em ambos os períodos de exposição. 
 
 Desse modo, é possível validar os três elétrodos uma vez que foram obtidos resultados 
coincidentes e que vêm corroborar a existência de uma seletividade significativa para as células 
cancerígenas. Uma vez comprovada a validade dos elétrodos, os restantes testes foram todos efe-
tuados apenas para o elétrodo feito a partir do fio de cobre, uma vez que este permitia obter um 
jato de plasma sensivelmente mais estável e extenso.  
   
 
5.2. Tratamento com o CAP: estudo das variáveis associadas 
 
O procedimento utilizado neste trabalho para validação do dispositivo produzido, tal como já foi 
mencionado, foi o tratamento in vitro pelo método indireto. Neste tratamento, uma dada quanti-
dade de meio celular é exposto ao CAP e, posteriormente, uma parte é transferida para poços de 
uma microplaca onde um número pré-definido de células se encontram aderidas.  
 
Dada a complexidade do processo e às diferentes variáveis a si associadas, foi necessário 
realizar testes para condições diferentes, com o intuito de determinar as condições “ótimas” de 
trabalho, nomeadamente: número de células a utilizar por poço, quantidade de meio a tratar, quan-
tidade de meio a transferir para cada poço após a exposição ao plasma e, por último, os tempos 
com maior significado biológico.  
De seguida, uma vez selecionadas as variáveis em termos do posicionamento do setup, 
fluxo de árgon, número de células e volumes a utilizar, é importante determinar, ao nível do tempo  





de exposição, qual o tempo que origina, na linhagem SCC-15, uma viabilidade à volta dos 50%, 
TE50 (Tempo de Exposição para uma redução na viabilidade de, aproximadamente, 50%). Por  
outro lado, é necessário que os resultados comprovem a seletividade da técnica para as células 
cancerígenas. Desse modo, é essencial que a viabilidade da linhagem de HGF-1 seja significati-
vamente superior evidenciando, assim, que o tratamento com o CAP pode ser um potencial mé-
todo de tratamento cancerígeno que praticamente não afetaria o tecido saudável circundante.  
 
Neste contexto, foi efetuado o estudo da influência das diferentes variáveis associadas 
aos tratamentos com o CAP - número de células a utilizar por poço, quantidade de meio a tratar, 
quantidade de meio a transferir para cada poço após a exposição ao plasma e, por último, os 
tempos com maior significado biológico – de forma a possibilitar o entendimento da contribuição 
de cada uma, bem como compreender a complexidade do processo que se encontra por detrás dos 
resultados obtidos.  
 
Durante toda a etapa de teste de condições experimentais, foram utilizadas apenas as cé-
lulas cancerígenas, que representam as células-alvo dos tratamentos, sendo assim crucial perceber 
quais os mecanismos que originam efeitos mais significativos. Na última etapa, uma vez definidas 
as condições de trabalho, foi novamente efetuado o estudo para diferentes tempos de exposição, 
mas, desta vez, para ambas as linhagens, SCC-15 e HGF-1, de forma a possibilitar a confirmação 
da seletividade do tratamento com o CAP e, consequente, a validação do dispositivo construído.  
 
 
5.2.1. Influência do número de células 
 
 
Tal como mencionado anteriormente, para entender a influência do número de células nos trata-
mentos, foram realizados ensaios para diferentes números de células por poço. Tendo em conta 
alguma da literatura existente sobre o assunto, escolheu-se testar os seguintes valores de célu-
las/poço: 2×104; 3,5×103 e 2×103. 
 Os resultados obtidos correspondem à leitura da viabilidade 48 h após os tratamentos para 










Figura 5.3. Efeito do tratamento com o CAP para diferentes confluências celulares. Os resultados 
representam a média ± o desvio padrão de, no mínimo, três testes realizados de forma independente 
com seis réplicas cada. No âmbito da análise estatística, o teste t-student foi efetuado e as significâncias 
obtidas para cada tempo de tratamento em relação a primeira barra encontram-se representados 
como *** p<0,005, **p<0,01 e *p<0,05.  
 
Tal como é possível verificar facilmente através da Figura 5.3, o número de células a 
tratar é um fator crucial na determinação do tempo de exposição necessário para os efeitos pre-
tendidos. Para uma confluência celular de 2 000 e 3 500 células, para tempos de exposição de 3 
minutos a viabilidade obtida foi à volta dos 30% e para tempos de 9 minutos inferior a 20%. No 
entanto, para um número de células superior em uma ordem de grandeza, 20 000 células, obtive-
ram-se viabilidades superiores a 70%, mesmo após os 9 minutos de tratamento.  
Estes resultados evidenciam que, para as mesmas condições, um maior número de células 
exige um maior tempo de exposição ao plasma para a obtenção de viabilidades semelhantes. Tal 
facto, vem corroborar com os estudos efetuados por Dayun et al., onde se concluiu que a capaci-
dade anticancerígena dos tratamentos com o CAP é determinada pela ação do CAP célula-a-célula 
e não num todo [53]–[56].  
 
A análise estatística foi realizada para os diferentes valores de células por poço para cada 
período de exposição, e as significâncias foram obtidas em função da primeira barra para cada 
tempo (2 000 células). De acordo com os resultados estatísticos, e tal como é facilmente compro-
vado pela análise do gráfico, para cada tempo de exposição apenas foram obtidas diferenças  




significativas entre os resultados quando os tratamentos foram efetuados para as 20 000 células, 
tendo sido obtidos valores de viabilidade muito mais elevados. Isto vem comprovar o fato de ser 
necessário adaptar o tempo de tratamento tendo em conta o tamanho da zona a tratar.  
 
Após esta etapa, decidiu-se efetuar os restantes testes apenas com as 3 500 células por 
poço, permitindo assim reduzir os tempos de exposição necessários bem como evitar um maior, 
e desnecessário, gasto de células e árgon. Optou-se pelas 3 500 células no lugar das 2 000 dado 
que os resultados das viabilidades obtidas eram semelhantes e assim foi possível trabalhar com 
um número de células ligeiramente superior.  
 
5.2.2. Influência dos volumes de meio 
 
 
De seguida, uma vez selecionado o número de células a utilizar nos tratamentos (3 500 célu-
las/poço), fez-se variar o volume de meio a tratar bem como o volume que, de seguida, era trans-
ferido para os poços contendo células. O objetivo desta abordagem foi verificar a existência, ou 
não, de uma dependência dos resultados em relação aos volumes de meio utilizados durante o 
processo de tratamento indireto.  
Desse modo, foram realizados ensaios para volumes de meio a tratar distintos (1 e 2 mL 
de DMEM sem piruvato), bem como para diferentes volumes de meio tratado que era posterior-
mente transferido para os poços com as células em cultura (100 e 150 µL). Com o objectivo de 
verificar a consistência dos resultados obtidos, os ensaios foram realizados para dois tempos de 
exposição ao CAP, nomeadamente 3 e 6 minutos.   
 
Pela análise da Figura 5.4 é possível verificar que, para ambos os tempos de tratamento, 
foram obtidas viabilidades menores para o volume de 1 mL, o que sugere a existência de uma 
relação inversamente proporcional entre o volume do meio tratado e a capacidade desse meio de 
causar a morte celular. Isto é, verificou-se uma diminuição da efetividade do meio tratado com o 
CAP quando o seu volume era maior. Este facto pode ser explicado pela diluição das espécies 
reativas que ocorre durante o tempo de exposição. Quanto maior for a quantidade de meio a tratar 
mais diluídas estão as espécies e, consequentemente, menor a sua concentração nesse meio. As-
sim, ao ser de seguida colocada uma pequena quantidade desse mesmo meio tratado em contato 
com as células, vai ser menor o efeito (maior viabilidade) caso o meio tratado corresponda ao 








De seguida, ao nível dos volumes de meio a colocar nos poços contendo células, verifi-
cou-se que as viabilidades resultantes foram menores quando menores volumes de meio foram 
colocados nos poços, isto é 100 µL em vez de 150 µL. 
 
Ao nível da análise estatística, diferenças estatisticamente significativas entre os 100 ou 
150 µL foram obtidas apenas para os 3 minutos de exposição. Para 1 mL e 100 µL a viabilidade 
foi de, aproximadamente, 30% enquanto que com 150 µL foi de, aproximadamente, 50%. Para 
os 2 mL verificou-se uma discrepância maior, tendo sido obtida uma viabilidade à volta dos 60% 
e 90% para os 100 µL e os 150 µL, respetivamente. 
 
Uma vez comprovada a dependência da efetividade do meio tratado com o CAP em rela-
ção ao volume de meio e número de células utilizados durante os ensaios, estabeleceu-se como 
condições de trabalho as 3 500 células/poço e os volumes de 2 mL e 100 µL de meio a tratar e a 
transferir, respetivamente. Uma vez que após cada exposição de meio ao plasma, foi verificada  
Figura 5.4. Efeito do CAP para diferentes volumes de meio. Os ensaios foram efetuados para 3 e 6 minutos 
de exposição ao CAP. Para cada tempo de tratamento estudou-se a influência de tratar 1 ou 2 mL de DMEM 
sem piruvato e de, posteriormente, colocar 100 ou 150 µL nos poços com células. Os resultados obtidos re-
presentam a média ± o desvio padrão de, pelo menos, três ensaios realizados de forma independente e com 
seis réplicas para cada. O teste t-student foi realizado para 3 e 6 minutos de tratamento e os resultados das 
significâncias nos diferentes volumes de meio tratado (1 e 2 mL) foram obtidos em relação à primeira barra 
(100 µL) e estão representados como *** p<0,005, ** p<0,01 e * p<0,05. 
 




alguma evaporação do meio, optou-se pela utilização dos 2 mL de modo a garantir que o volume 
obtido após a exposição seria suficiente para preencher os poços correspondentes (incluindo as 
5/6 réplicas por condição e por linhagem celular). Caso contrário, seria necessário efetuar duas 
exposições de meio para cada condição, o que poderia acarretar erros nos resultados obtidos. De  
seguida, optou-se pela utilização de 100 µL (ao invés de 150 µL) uma vez que origina valores de 
viabilidade relativa mais baixos.  
 
5.2.3. Influência do tempo de tratamento e seletividade  
 
Com o intuito de perceber com maior detalhe a influência do tempo de exposição do meio ao 
CAP nos resultados obtidos, bem como efetuar uma comparação entre os efeitos causados em 
ambas as linhagens, foram realizados ensaios entre os 2,5 e os 4 minutos nas condições acima 
referidas (2 mL, 100 µL e 3 500 células/poço) e com a leitura da viabilidade efetuada 48 h após 
os tratamentos de plasma.  
 
Figura 5.5. Seletividade do tratamento com o CAP e influência do tempo de tratamento. Os ensaios 
foram realizados para ambas as linhagens celulares, SCC-15 e HGF-1. Os resultados apresentados 
correspondem a média ± o desvio padrão de, no mínimo, três ensaios realizados de forma indepen-
dente e com cada variante (tempo de exposição) sextuplicada.  O teste t-student foi realizado para 
cada linhagem celular e os resultados das significâncias entre os diferentes tempos de exposição fo-
ram obtidos em relação ao tempo anterior (2,5 vs. 3, 3 vs. 3,5 e 3,5 vs. 4 minutos) e estão representados 
por *** p<0,005, **p<0,01 e *p<0,05. 




Tal como é possível verificar, pela análise da Figura 5.5, a viabilidade celular da linhagem 
de HGF-1 praticamente não é afetada pelo CAP tendo sido obtidos resultados de viabilidade sem-
pre à volta dos 90% mesmo após os 4 minutos de exposição. No caso das células cancerígenas, 
SCC-15, o mesmo não se verifica, obteve-se uma diminuição significativa da viabilidade com o  
aumento do tempo de tratamento, revelando uma dependência entre os efeitos causados e o tempo 
de exposição do meio ao CAP.  
Os resultados obtidos permitem, mais uma vez, comprovar a existência da seletividade 
do CAP para as células cancerígenas uma vez que para os todos os tempos de tratamento testados 
se obtiveram diferenças estatisticamente significativas entre as viabilidades relativas de ambas as 
linhagens, principalmente para os tempos de tratamento maiores: aos 3 minutos obteve-se uma 
diferença de aproximadamente 40% e aos 4 minutos de 60%. 
 Deste modo, os resultados obtidos revelam que o CAP possui efetivamente a capacidade 
de causar a morte seletiva das células cancerígenas deixando o tecido saudável circundante prati-
camente sem efeitos negativos tal como tem vindo a ser demonstrado ao longo da literatura [19, 
21, 25, 30].   
 
Ao nível da linhagem SCC-15, aos 2,5 minutos obteve-se uma viabilidade de aproxima-
damente 70%, no entanto, aos 3,5 minutos de exposição a viabilidade obtida já foi inferior aos 
40%, comprovando o facto de os resultados serem fortemente dependentes do tempo de trata-
mento. A redução da viabilidade celular para 50% foi verificada para o tempo de exposição à 
volta dos 3 minutos, correspondendo assim ao TE50. Mais especificamente, ao nível da linhagem 
cancerígena é possível verificar que variações de 30 segundos no tempo de exposição são sufici-
entes para causar diferenças significativas na viabilidade celular relativa (obtida em relação ao 
grupo de controlo) tal como foi comprovado pela análise estatística.  
 
Foi realizado o teste t-student para cada linhagem de forma a estimar as significâncias 
relativas aos diferentes tempos de exposição. Pelos resultados da análise, Figura 5.5, é possível 
comprovar que para a linhagem de HGF-1 não são obtidas diferenças estatisticamente significa-
tivas nas viabilidades para nenhum dos diferentes tempos de exposição testados. No entanto, o 
mesmo não foi verificado para a linhagem cancerígena, onde se obtiveram diferenças significati-
vas entre todos os tempos de tratamento (2,5; 3; 3,5 e 4 minutos) vindo assim a demonstrar a real 
existência de uma forte dependência entre a efetividade do tratamento com o CAP e os tempos de 
tratamento efetuados, tal como demonstrado ao longo da literatura sobre o assunto [11, 35, 52]. 
 
Assim, tendo em conta o estudo realizado para as diferentes variáveis do tratamento com 
o CAP, é possível concluir que existe efetivamente uma forte dependência dos resultados obtidos  




relativamente a todas as variáveis estudadas ao longo deste trabalho (número de células, volumes 
de meio e tempo de tratamento). Tal facto vem evidenciar a complexidade do processo e a neces-
sidade de se definir os parâmetros previamente, de forma a verificar a uniformização e repetibili-
dade dos resultados obtidos. 
 
5.3. Estudo do PH do meio tratado 
 
De modo a avaliar se os efeitos medidos nas viabilidades celulares após a exposição ao plasma 
podiam ser uma consequência de alterações do pH do meio após os tratamentos, efetuou-se a 
medição do seu pH antes e após o tratamento.  
Os resultados indicaram que a exposição ao plasma não é capaz de causar alterações 
significativas no pH do meio de cultura celular (DMEM sem piruvato) mantendo-se, assim, a um 
pH estável mesmo após 4,5 minutos de exposição ao plasma, como se pode verificar na Tabela 
5.1.  
 
    Tabela 5.1. Medição do pH do meio antes e após 4.5 minutos de exposição ao plasma, CAP. 
Medição do pH 
Antes da exposição ao CAP Após exposição ao CAP 
8,359 ± 0,001 8,552 ± 0,001 
 
A ligeira subida de 2 décimas verificada ao nível do pH pode ser explicada pelo fato de, 
durante a exposição do meio ao CAP, ocorrer a dissolução das espécies reativas constituintes do 
jato de plasma, nomeadamente o OH• presente no jato de plasma produzido (Figura 5.1) que, 
como se sabe, tem um carácter básico. 
 
Ao nível de alterações macroscópicas do meio após a exposição, foi possível apenas verificar 
que o meio se torna ligeiramente mais viscoso. Tal pode ser justificado pelo facto de, no momento 
da exposição, uma pequena quantidade do meio evaporar alterando assim a sua concentração. 
 
5.4. Estudo da temperatura do meio tratado 
 
De seguida, de forma a descartar qualquer possibilidade de que os resultados obtidos pelos trata-
mentos com o CAP possam ser fruto de efeitos térmicos no meio tratado, efetuou-se a medição 
da temperatura do meio durante a sua exposição ao plasma até 270 segundos, Figura 5.6. 
A medição da temperatura do meio foi feita a partir de um multímetro associado à um 
termopar tipo k (constituído por crómio e alumínio). Este tipo de sensor de temperatura é muito 
5.4. ESTUDO DA TEMPERATURA DO MEIO TRATADO 
 
 
utilizado por ser relativamente barato e de fácil utilização, permitindo medir temperaturas entre 
















Figura 5.6. Temperatura (°C) do meio após exposição ao plasma até 270 segundos (4,5 minutos). 
Linha a tracejado apresentada apenas para facilitar a visualização. 
 
Tal como é possível verificar, pelo gráfico da Figura 5.6, ao fim de 4,5 minutos (270 segun-
dos) de exposição obteve-se uma temperatura final do meio de 31º C. Tendo em conta que o limiar 
da tolerância celular sem danos térmicos se encontra à volta dos 40 º C (a temperatura do tecido 
não deve exceder os 40 º C), conclui-se assim que a temperatura final máxima obtida não é sufi-
ciente para causar danos térmicos às células [57]. Desse modo, os resultados obtidos após os 
ensaios celulares não são uma consequência de efeitos térmicos provocados pela exposição do 
















6. Conclusões e Trabalho Futuro 
 
Neste capítulo são abordadas as conclusões finais que podem ser retiradas tendo em conta os 
resultados obtidos pelos vários testes realizados durante todo o trabalho. Adicionalmente, é refe-
rido algum do trabalho futuro que seria importante realizar com o intuito de completar a informa-
ção fornecida pela presente dissertação. 
 
6.1. Conclusões Finais 
 
Este trabalho teve como principais objetivos o dimensionamento e a construção de uma fonte de 
alta tensão variável, e contínua (0-20 kV), bem como o desenvolvimento de um dispositivo de 
jato de plasma frio que pudesse ter aplicações oncológicas, nomeadamente, no tratamento do 
cancro da pele.  
 
 A fonte de alta tensão construída pode ser dividida nos seguintes blocos: fonte de tensão 
DC, circuito oscilador de amplitude variável, transformador de linhas e retificador. De uma forma 
geral, a fonte de tensão é responsável por fornecer uma tensão, contínua, variável de 0 a 20 V que 
é posteriormente, no transformador de linhas, elevada para os 20 000 kV (razão de inversão de 
1:1000).  
O dispositivo de plasma desenvolvido é constituído por um tubo de borossilicato com um 
elétrodo interno e um segundo elétrodo externo. O elétrodo interno corresponde a uma agulha de 
aço inoxidável com 2 mm de diâmetro e o externo foi produzido a partir de um fio de cobre 
esmaltado com 1 mm de diâmetro.  
 Uma vez construída a fonte de alta tensão e decidida a configuração do dispositivo de 
plasma, procedeu-se ao seu revestimento e acoplamento à um posicionador vertical, finalizando 
assim toda a fase de dimensionamento e construção.  
 
 




Como objetivo final, pretendeu-se validar o dispositivo implementado de modo a que, 
esta tecnologia, possa vir a ter aplicações na medicina, nomeadamente, no tratamento do cancro 
da pele.  
Assim sendo, a técnica estudada teve que reunir características que produzam resultados 
que venham justificar e potencializar a sua possível introdução no ramo dos tratamentos oncoló-
gicos como uma alternativa às técnicas convencionais ou, como uma técnica que possa ser apli-
cada aliada aos tratamentos atualmente em utilização.  
 
Ao nível da complexidade, foi possível comprovar que esta tecnologia abrange bastantes 
variáveis e, consequentemente, exige a realização de diversos testes de forma a poderem ser reti-
radas conclusões corretas e satisfatórias.  
Desse modo foram estudados diferentes elétrodos, números de células, volumes de meio 
a tratar e de meio tratado a ser colocado em contato com as células e, principalmente, diferentes 
tempos de exposição ao jato de plasma.  
 
Tal como foi possível verificar, existe uma forte dependência entre todas estas variáveis. 
Isto é, a alteração de uma variável vai obrigar a que alterações sejam efetuadas nas restantes, de 
modo a originar os mesmos resultados (por exemplo, a utilização de 20 000 células no lugar das 
3 500 exige um tempo de tratamento superior para que se obtenha a mesma viabilidade relativa).  
 
Assim, com o intuito de tornar os resultados o mais precisos possível, após os testes das 
diferentes variantes, foram estipuladas as seguintes condições: 
 
i. Fluxo de árgon de 3 slm; 
ii. Elétrodo exterior a 2 mm do fim do tubo de borossilicato; 
iii. Elétrodo interno a 1 mm do fim do tudo de borossilicato; 
iv. Tubo de borossilicato a 2 mm do topo do poço da placa; 
v. Confluência celular de 3 500 células/poço; 
vi. Tratamento de 2 mL de meio com o CAP; 
vii. Transferência de 100 µL do meio tratado para os poços com células; 
viii. Leitura da viabilidade celular 48 h após os tratamentos. 
 
Ao nível dos resultados obtidos pelo teste de viabilidade enzimático com resazurina, foi 
possível comprovar que o tratamento indireto com o CAP é uma técnica que, quando aplicada a 
células cancerígenas e não-cancerígenas, atua seletivamente originando danos significativos nas  
 




cancerígenas e pouco notórios na linhagem de células saudáveis. Para 3 minutos de tratamento, 
obteve-se uma viabilidade relativa resultante de aproximadamente 50% e 90% para as SCC-15 e 
HGF-1, respetivamente.  
 
 Adicionalmente, e de forma a excluir quaisquer suposições de que os efeitos obtidos após 
os tratamentos com o CAP pudessem ser devidos a alterações causadas pela exposição do meio 
ao jato de plasma, realizou-se a medição da temperatura e do pH do meio após 4,5 minutos de 
exposição. Os resultados demonstraram que as alterações verificadas após a exposição ao CAP 
não eram suficientes para causar os resultados e efeitos ao nível da viabilidade celular alcançados 
- verificou-se uma alteração de duas décimas no valor do pH e obteve-se uma temperatura final 
de 31º C, valor esse que se encontra dentro da gama de temperatura tolerada pelas células, não 
alterando assim o seu equilíbrio.  
 
Desse modo é possível concluir, pelos estudos realizados ao longo desta dissertação, que 
o objetivo final foi atingido: o dispositivo produzido fornece resultados positivos e capazes de 
suportar o potencial da utilização do CAP, nomeadamente do tratamento indireto com o CAP, no 
tratamento do cancro da pele, mais especificamente, do carcinoma de células escamosas (SCC).  
O estudo realizado evidencia também que o dispositivo desenvolvido é capaz de fornecer 
um tratamento sem provocar danos térmicos (como queimaduras, irritações, entre outros) e com 
elevada seletividade para as células cancerígenas, vindo assim proporcionar uma enorme vanta-
gem comparativamente às técnicas atualmente vigentes que danificam o tecido saudável circun-
dante. Adicionalmente, uma vez que a técnica estudada foi o tratamento indireto, acresce às suas 
vantagens o facto deste método potenciar o tratamento de zonas cujo acesso não é possível por 
tratamento direto. 
 
É importante salientar que os testes realizados, nomeadamente, testes in vitro, são efeti-
vamente primordiais e imprescindíveis numa fase inicial vindo a acrescentar e esclarecer teorias 
sobre os fatores-chave e mecanismos do processo. No entanto, de forma a ser possível, realmente, 
validar a presente técnica é necessária uma investigação mais aprofundada através de testes que 
decorram em condições o mais perto das reais, como por exemplo, através de testes in vivo. 
 Para tal, estudos complementares necessitam de ser efetuados sobre o princípio de fun-
cionamento do CAP e a determinação, de forma inequívoca, dos reais mecanismos por detrás dos 
seus efeitos bem como um acompanhamento pós-tratamento a longo prazo de forma a registar a 
ocorrência, ou não, de efeitos secundários prejudiciais provenientes da exposição ao CAP. 
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6.2. Trabalho Futuro 
 
Tal como já foi mencionado, acredita-se que o processo-chave por detrás da atividade seletiva do 
CAP para as células cancerígenas seja o stress oxidativo causado pela presença de espécies reati-
vas de oxigénio e azoto. 
 
 Com o intuito de comprovar a teoria supramencionada, deverá ser efetuada uma análise 
do meio tratado com o CAP de forma a identificar e quantificar a presença de espécies reativas 
no meio. Para tal, utiliza-se o reagente Griess (Griess reagent modified, Sigma, G4410-10G) que 
permite detetar e quantificar, mediante uma calibração prévia, a presença de espécies reativas de 
azoto, nomeadamente, nitrito (NO2-). 
 Seria igualmente interessante efetuar uma análise da presença e concentração de peróxido 
de hidrogénio (H2O2) no meio tratado, uma vez que este é considerado fundamental na origem 
dos efeitos biológicos resultantes. A determinação desta espécie é efetuada através de um teste de 
fluorescência (Fluorimetric Hydrogen Peroxide Assay Kit, Sigma) sendo, mais uma vez, neces-
sário que se efetue uma calibração prévia para posterior quantificação da sua presença.  
 Adicionalmente, de forma a determinar se a morte celular verificada através dos testes de 
viabilidade celular ocorreu por necrose ou apoptose, seria importante realizar o teste Annexin V/7-
AAD, que se baseia em marcadores específicos para a apoptose e necrose, respetivamente.  
 
 Desse modo, seria possível melhorar a compreensão de alguns dos fatores adjacentes bem 
como, retirar conclusões acerca da relação entre o tempo de exposição ao CAP, a concentração 
das substâncias reativas produzidas e a viabilidade celular relativa resultante.   
 
 
6.3. Trabalhos no âmbito da Tese 
 
 
v Comunicação em painel:  
1) “Development of a Cold Atmospheric Plasma Jet Device for Medical Applications”, 
E. Pinto, S. Pereira, P. A. Ribeiro, S. Sério, 3rd Nova Biomedical Engineering Workshop 
(NBEW), Faculdade de Ciências e Tecnologia, Universidade Nova de Lisboa, Caparica – 
Portugal, 9/05/2018; 
                                             




2) “Study of CAPs treated medium as an in-vitro anti-cancer  therapy”, S. Pereira, E. Pinto, 
P. A. Ribeira, S. Sério, 3rd Nova Biomedical Engineering Workshop (NBEW), Faculdade de 
Ciências e Tecnologia, Universidade Nova de Lisboa, Caparica – Portugal, 9/05/2018; 
 
v Comunicação oral:  
“Non-Thermal Atmospheric pressure Plasmas: Generation, Sources and Applications”, by 
S. Pereira, E. Pinto, P. A. Ribeiro and S. Sério, 15th International Conference on Computa-
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2018; 
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Lista dos componentes da fonte de tensão 
 
Quantidade Componentes 
1 Transformador monofásico 220/30V 15 A 
1 Ponte Retificadora 200 V 25 A 
4 Condensador eletrolítico 4700 / 63 V DC 
4 Transístor 2N3055 
1 LM317 
4 Resistências 56 W / 10 W 
1 Resistências 270 W / 5 W 
1 Potenciómetro 5 kW 
1 Condensador eletrolítico 10 µF 
2 Resistências 470 W / 3 W 
2 Resistências 10 kW 
2 MOSFET IRFP250N 
1 Bobina 47-200 µH 
2 Díodos rápidos FR107 
2 Díodos Zenner 12 V 1.3 W 
2 Condensadores 0,33 µF / 50 kHz 600 VAC 




















Fibroblasts are mesenchymal cells which perform many vital functions during development and 
in adulthood. They are responsible for much of the synthesis of extracellular matrix in 
connective tissue and play major roles in wound healing. Many diseases are associated with 
fibroblasts, either because fibroblasts are implicated in their etiology or because of the fibrosis 
that accompanies damage to other cell types. Fibroblasts are one of the most accessible 
mammalian cell types and one of the easiest types of cells to grow in culture. Gingival 
fibroblasts are the major constituents of gingival tissue and play a key role in their maintenance 
[1]. Human gingival fibroblasts (HGnF) express a wide variety of surface molecules including 
CD9, CD26, CD55, CD59, CD63, CD71, CD86 CD95, CD99 and CD117 [2]. They also express 
mRNAs for protease-activated receptor-1 (PAR-1) and PAR-3 [3]. 
HGnF from ScienCell Research Laboratories are isolated from human gingiva. HGnF are 
cryopreserved at passage one and delivered frozen. Each vial contains >5 x 105 cells in 1 ml 
volume. HGnF are characterized by their spindle morphology and immunofluorescence with 
antibodies specific to fibronectin. HGnF are negative for HIV-1, HBV, HCV, mycoplasma, 
bacteria, yeast and fungi. HGnF are guaranteed to further expand for 15 population doublings 
under the conditions provided by ScienCell Research Laboratories. 
Recommended Medium 
It is recommended to use Fibroblast Medium (FM, Cat. #2301) for the culturing of HGnF in 
vitro. 
Product Use 
HGnF are for research use only. They are not approved for human or animal use, or for 
application in in vitro diagnostic procedures. 
Storage 
Upon receiving, directly and immediately transfer the cells from dry ice to liquid nitrogen and 
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